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1.1 LAS BACTERIAS LÁCTICAS DEL VINO Y LA FERMENTACIÓN          
MALOLÁCTICA 
1.1.1 Antecedentes históricos 
En 1837 en su libro titulado “A Short Education on Suitable Treatments of 
Vinificated Juices”, F. von Babo describió el fenómeno de una “segunda” fermentación 
en los vinos jóvenes que comenzaba al final de la primavera. Esta “segunda” 
fermentación liberaba CO2 y originaba una turbidez renovada en los vinos nuevos, que 
von Babo relacionó con la “fusión de la grasa” de la fermentación alcohólica (FA) 
(Krieger, 2006a)  
Berthelot y De Fleurieu (1864) fueron los primeros en observar una disminución 
fuerte de la acidez total de un vino, en comparación al mosto de procedencia. Durante 
los estudios sobre las alteraciones del vino que llevó a cabo en 1866, Louis Pasteur 
aisló las primeras bacterias del vino e inició sus “Études sur le vin”. Fue el primero en 
describir algunos de los efectos de lo que hoy conocemos como fermentación 
maloláctica (FML), como la producción de gas y lo que él consideraba una pérdida de 
sabor, hechos que asociaba a una enfermedad del vino. Unos años más tarde (1873) 
observó que vinos embotellados perdían acidez a lo largo del tiempo, pero presumió 
que se debía a la precipitación del ácido tartárico. Ordonneau (1891) advirtió la 
desaparición casi total del ácido málico en el envejecimiento de los vinos, pero fue 
Kunz (1901) quien puso en evidencia que la disminución del ácido málico se 
acompaña de un incremento simultáneo del ácido láctico (Suárez Lepe e Íñigo, 1988; 
Krieger, 2006a)   
Por otro lado, Kulisch (1889) comprobó la naturaleza biológica del proceso. 
Sugirió que una levadura era la responsable, ya que al inocular lo que él creía un 
cultivo puro de Saccharomyces ellipsoideus observó una disminución de la acidez 
total. Müller-Thurgau (1891) corrigió el error indicando que no eran levaduras sino 
bacterias las responsables de los cambios de acidez, pero este hecho no se confirmó 
experimentalmente hasta que Koch (1900) consiguió inducir la FML inoculando 
bacterias aisladas del vino (García et al., 1992).  
La ecuación química de la reacción maloláctica fue propuesta por primera vez 
por Möslinger (1901) y Seiffert (1901). Hasta entonces la FML era considerada como 
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 4 
un proceso perjudicial en la vinificación. Uno de los primeros autores en citar los 
beneficios de la FML fue Ferré (1922) quien señaló que la FML es un proceso esencial 
para obtener vinos de calidad (García et al., 1992).  
 Posteriormente, numerosos trabajos de diversos autores describen 
ampliamente las ventajas de la FML y la necesidad del proceso para obtener vinos de 
calidad. 
1.1.2 Clasificación y características de las bacterias lácticas del vino 
Las bacterias lácticas (BL) aisladas de vino son principalmente de los géneros 
Oenococcus (antes Leuconostoc oenos), Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus 
(Wibowo et al., 1985; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Liu, 2002) 
Además de su morfología como cocos o bacilos, su característica homo o 
heterofermentativa es un factor decisivo en su clasificación. Este carácter fue 
establecido por primera vez por Kluyver y Donker (1935), y está basado en el 
catabolismo de los azúcares. Las bacterias homofermentativas producen más del 85% 
de ácido láctico a partir de la utilización de la glucosa por la vía glicolítica de Embden-
Meyerhof, mientras que las heterofermentativas, al carecer de aldolasa y triosafosfato-
deshidrogenasa, metabolizan la glucosa siguiendo la vía de Warburg-Dickens, 
originando dióxido de carbono, etanol y ácido acético además de ácido láctico (Suárez 
Lepe e Íñigo, 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Entre los cocos, las bacterias del género Pediococcus son homofermentativas, 
y las del género Leuconostoc son heterofermentativas. Los lactobacilos pueden 
presentar los dos comportamientos y se dividen en tres grupos (Ribéreau-Gayon et al., 
2000): 
Grupo I: Homofermentativos estrictos (este grupo nunca se ha identificado en 
vino). 
Grupo II: Heterofermentativos facultativos. 
Grupo III: Heterofermentativos estrictos. 
En la siguiente tabla se listan las BL más frecuentemente encontradas en vino: 
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 Homofermentativos Pediococcus damnosus 
  Pediococcus pentosaceus 
Cocos   
  Oenococcus oeni 
 Heterofermentativos Leuconostoc mesenteroides 
 subsp. mesenteroides 
 
En la última actualización de clasificación, todas las BL del vino se encuentran 
dentro del orden Lactobacillales (Garrity et al., 2004), lo que se resume en la siguiente 
tabla: 
 
Tabla 1.2.  Clasificación actual de BL vínicas (resumen de Garrity et al. 2004) 
Dominio Bacteria  
Phylum BXIII. “Firmicutes” 
Clase III. “Bacilli”  
Orden II. “Lactobacillales”  
Familia I. “Lactobacillaceae”  
Género I. Lactobacillus  (126 especies) 
Género III. Pediococcus  (9 especies) 
Familia V. “Leuconostocaceae”  
Género I. Leuconostoc  (20 especies) 
Género II. Oenococcus  (1 especie) 
 
A pesar de ser un grupo heterogéneo de bacterias morfológica, bioquímica y 
metabólicamente, las BL representan un grupo bastante homogéneo desde el punto 
de vista fisiológico con las siguientes características generales (Zambonelli, 1988; 
Bordons 1997): 
• Gram-positivas, 
• catalasa negativas, con excepción de alguna especie del género Pediococcus, 
• no esporuladas, 
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• no móviles (no tienen flagelos), 
• microaerófilas o anaerobias facultativas, 
• presentan un metabolismo exclusivamente fermentativo (ausencia de 
respiración), 
• tienen requerimientos nutritivos complejos: requieren la presencia en el medio 
de aminoácidos y vitaminas que no son capaces de sintetizar, 
• por fermentación de los azúcares producen solamente ácido láctico 
(homolácticas u homofermentativas) o producen ácido láctico y, además, ácido 
acético, dióxido de carbono y  etanol (heterolácticas o heterofermentativas). 
1.1.3 Aislamiento e identificación 
Los procedimientos más usuales para el aislamiento de las BL del vino, de 
acuerdo con Wibowo et al. (1985), son: 
- Por enriquecimiento de las BL en medio de cultivo líquido previo a la siembra 
en medio sólido. Esta técnica sólo provee información sobre la presencia o ausencia 
de BL y no permite su recuento. 
- Por siembra directa sobre medio de cultivo sólido. Se obtiene información 
directa del número de microorganismos en el vino. Es necesario concentrar las 
bacterias por centrifugación para aumentar el límite de detección si el número de 
bacterias es menor a 10 cél/mL. 
- Por filtración del vino sobre filtros de membrana que luego se incuban sobre 
placas de cultivo sólido. Esta técnica se usa cuando el número de células bacterianas 
es muy bajo. 
Todos estos procedimientos requieren medios de cultivo apropiados. Los dos 
medios más comúnmente empleados son el Medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y 
el agar zumo de tomate. El medio MRS, disponible comercialmente, es un medio muy 
nutritivo, inicialmente desarrollado para el aislamiento de Lactobacillus. El agar zumo 
de tomate también es un medio muy rico que incorpora zumo de tomate, el cual 
contiene factores que estimulan el crecimiento de las BL del vino. Se han descrito 
numerosos medios de cultivo para el crecimiento de las BL que incorporan extracto de 
levaduras y diferentes modificaciones del medio MRS para incorporar zumo de tomate, 
cisteína, zumo de uvas y ácido málico además de distintos azúcares. No hay un único 
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medio recomendado para el crecimiento de todas las especies de un vino. El medio 
MRS adicionado con zumo de tomate es un medio general para el aislamiento y cultivo 
de las BL del vino, que se realiza por incubación en atmósfera enriquecida con CO2 
entre 28ºC y 37ºC (Wibowo et al., 1985). Hace pocos años se desarrolló el medio 
MLO, ya disponible comercialmente, para favorecer el crecimiento de cepas vínicas 
incapaces de crecer en otros medios. Este medio es recomendado para el crecimiento 
y mantenimiento de BL, incluso las más exigentes, como Oenococcus oeni, debido a la 
adición de suero de tomate. Asimismo, puede ser empleado como un medio general 
para BL que utilicen fructosa (Zuñiga et al., 1993). 
Desde los comienzos de la microbiología la identificación bacteriana se ha 
basado en sus características fenotípicas. El análisis fenotípico incluye observación 
morfológica y análisis de la asimilación de distintos sustratos y de la naturaleza de los 
productos metabólicos (Ribéreau-Gayon et al., 2000). La clasificación de una cepa se 
determina en función del parecido de esos caracteres con los de las cepas tipo 
(Lonvaud-Funel, 2006). 
La observación microscópica puede ir ligada a la coloración de Gram. La forma 
celular (coco o bacilo) es fácilmente identificable, así como la disposición celular 
(parejas, tétradas, cadenas). A continuación se determina su carácter homo o 
heterofermentativo. Esto permite identificar las bacterias a nivel de género.  
La clasificación a nivel de especie requiere el análisis de los perfiles de 
fermentación de un gran número de azúcares. Para la identificación rápida de las BL 
aisladas se pueden utilizar las galerías API 50 CHL (Bio-Mérieux), en las cuales se 
miniaturizan una cuarentena de pruebas en una misma placa (Wibowo et al., 1985; 
Davis et al., 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Lonvaud-Funel, 2006), aunque su uso 
da resultados discutibles en el caso de O. oeni (Pardo et al., 1988). Estas 
características en su totalidad hacen posible la identificación de una especie sin 
mucha ambigüedad, por referencia al manual de clasificación Bergey´s.  
En los últimos años, el progreso de la biología molecular ha hecho posible la 
identificación aún más precisa y fiable (además de proveer nuevos criterios de 
clasificación basados en el análisis del genoma) a nivel de género, especie e incluso 
cepas dentro de una misma especie (Ribéreau-Gayon et al., 2000). 
El principio general consiste en buscar similitudes entre el ADN de la cepa 
desconocida y el ADN de la cepa de referencia. Existen distintos métodos basados en 
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diversas propiedades y herramientas. El más seguro consiste en secuenciar una parte 
del genoma muy característica de la especie, correspondiente a los genes que 
codifican el ribosoma 16S. Esta región contiene partes muy conservadas en todas las 
bacterias de una misma especie. El estudio del polimorfismo de restricción se basa en 
la acción específica de enzimas de restricción. La hibridación se basa en la capacidad 
de una simple hebra de ADN de reaparearse a una doble hebra. Al combinar y variar 
estos métodos se amplían considerablemente las posibilidades de análisis. Por otro 
lado, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar porciones del 
genoma delimitado por “primers” o cebadores (oligonucleótidos). Dependiendo de los 
“primers” escogidos, el perfil electroforético del amplicón obtenido permite distintos 
niveles de clasificación dentro de un género o especie (Ribéreau-Gayon et al., 2000; 
Lonvaud-Funel, 2006). Recientemente, Reguant (2001) desarrolló un método de 
RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA-PCR) para la identificación de cepas 
de O. oeni basado en la amplificación al azar del ADN con dos cebadores (RAPD-PCR 
múltiple) que ha demostrado mejorar la reproducibilidad y rapidez respecto al método 
de RAPD-PCR convencional. Este método es una buena herramienta para estudiar la 
dinámica de poblaciones bacterianas durante la FML y para evaluar la eficiencia de un 
nuevo cultivo estárter y su imposición sobre la microbiota nativa (Reguant, 2001; 
Reguant y Bordons, 2003). 
1.1.4 Recuento de BL en mosto y vino 
El recuento de microorganismos viables se emplea corrientemente en Enología 
tanto para el seguimiento de las fermentaciones como para el control microbiológico 
de los vinos, en el embotellado o durante la conservación (Laure y Froudière, 1994). 
Hay un amplio número de métodos citados en la literatura que pueden 
considerarse para estimar la concentración microbiana en Enología. Estos métodos se 
pueden clasificar como sigue (Delfini y Formica, 2001): 
1. Métodos que evalúan la masa microbiana 
a) por centrifugación: se puede determinar el volumen de células empacadas, 
después de separarlas del medio de cultivo, por desecación del “pellet” a 105 ºC; 
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b) por nefelometría: midiendo la turbidez de suspensiones líquidas del cultivo 
directamente en un nefelómetro; 
c) por citometría de flujo: este método, además de la cuantificación, permite la 
diferenciación de la población en subclases de acuerdo al tamaño celular; 
d) por colorimetría: método basado en la absorción de azul de metileno por 
células muertas, las cuales siguen la ley de Freundlich. 
2. Métodos que estiman el número de células viables como Unidades Formadoras de 
Colonias (UFC) 
a) por recuento de colonias en medio sólido en placas de Petri: con este 
método se determina el número de UFC; 
b) por crecimiento de colonias sobre medios sólidos o líquidos en placas de 
Petri, luego de colocar un filtro de membrana previamente inoculado sobre el medio; 
c) por valoración microscópica de crecimiento de microcolonias sobre un 
portaobjeto previamente cubierto con una capa delgada de medio sólido; 
d) por crecimiento en presencia de sales de tetrazolio y la cuantificación 
espectrofotométrica subsiguiente de la forma reducida de la sal; 
e) por cuantificación de ciertos metabolitos utilizados o formados a partir de un 
sustrato apropiado bajo condiciones estándar de incubación (CO2, ácidos, consumo de 
azúcares, etc.);  
f) por el método de bioluminiscencia, utilizando un fotómetro para medir la 
cantidad de luz emitida en presencia de luciferasa, después de añadir ATP. 
3. Métodos que determinan el recuento de células totales en una población consistente 
en células viables y no viables  
a) por recuento microscópico directo de material celular previamente tratado, o 
no, con colorantes vitales, como azul de metileno, cristal violeta, eritrosina B o 
diacetato de fluoresceína, en una cámara de recuento.                                                         
De todos estos métodos los más útiles en Enología son: el recuento directo con 
microscopio usando una cámara de contaje, el recuento de colonias crecidas sobre un 
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filtro de membrana, el recuento de colonias crecidas sobre un medio sólido y el 
recuento por epifluorescencia de células concentradas sobre un filtro de membrana 
(Delfini y Formica, 2001). 
Por su importancia en el desarrollo de la presente tesis este último método será 
ampliado en el siguiente apartado. 
Recuento de BL del vino por epifluorescencia  
La determinación microbiológica de células presentes en vino se basa 
generalmente en la técnica de cultivo en placa de Petri, en general, con filtración sobre 
membrana. Es una técnica fácil de realizar, pero tiene algunas desventajas (Berta y 
Spertino, 1998; Berta et al., 1998): 
a) presenta una tendencia a sobreestimar el número de células presentes; 
b) para levaduras, el tiempo de respuesta y la precisión son aceptables, pero, 
para bacterias, se requiere un tiempo de incubación más largo que puede ser 
demasiado largo para prever accidentes de fermentación o de refermentación, 
y así evitar las paradas de fermentación o modificar las condiciones de 
embotellado durante el trasiego; 
c) no cuenta bacterias o levaduras presentes en agregados o en microcolonias, 
las cuenta como si fuera una sola célula y 
d) no tiene en cuenta las células no vitales. 
A partir de 1974 se comenzó a utilizar la excitación de fluorescencia con luz 
reflejada (epifluorescencia) en la industria alimentaria para poner a punto un método 
rápido y eficiente de recuento de microorganismos (Berta y Spertino, 1998). 
Esta técnica se basa en un sistema que transmite luz a corta longitud de onda 
al preparado, previamente coloreado con un fluorocromo. Éste la absorbe y emite luz a 
una longitud de onda mayor que la incidente (Figura 1.1). Para evidenciar estas 
fluorescencias debe delimitarse con un primer filtro coloreado cuál es la banda de 
excitación, generalmente la ultravioleta o la del azul-violeta, y disponer, tras el objeto, 
un segundo filtro, “filtro de intercepción”, que absorbe el residuo de la luz excitadora 
para no dejar pasar más que la fluorescencia (Berta y Spertino, 1998). 
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Figura 1.1.  Representación esquemática del origen de la radiación fluorescente (Holz, 1990). 
 
1.1.5 Ecología  
El origen de las BL del vino se halla en la uva y en el equipamiento de la 
bodega. Generalmente se encuentran sobre la superficie de las uvas y de las hojas de 
la vid (Wibowo et al., 1985).  
En las uvas se encuentran recuentos reducidos de BL (inferiores a 100 
células/g) (Krieger, 2006a). A lo largo de la vinificación la población de BL evoluciona 
en número (Figura 1.2) y en variedad, hay un crecimiento sucesivo de diferentes 
especies. El mosto contiene una población bacteriana de 103 a 104 cél/mL. Las 
principales especies presentes en esta etapa son L. plantarum, L.hilgardii, L. brevis, L. 
casei, Leuc. mesenteroides, O. oeni, P. damnosus y P. pentosaceus. Sobreviene una 
primera fase de muerte en la FA, ya que el bajo pH y el elevado contenido de etanol 
hacen del vino un medio adverso para las BL. Hay una disminución del número y la 
variedad de BL, con lo que al final de esta fase la población desciende a cerca de 102 
cél/mL. Tras una fase de latencia luego de la FA, cuya duración dependerá de las 
propiedades del vino, comienza la fase de proliferación que se caracteriza por un 
crecimiento exponencial de las BL que han sobrevivido. Cuando la población llega al 
orden de 106 cél/mL comienza la FML (Wibowo et al., 1985; García et al., 1992; 
Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2000). O. oeni es la especie que 
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garantiza la FML en la mayoría de los vinos, en todas las regiones del mundo (Wibowo 
et al., 1985; Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2000) y es la especie 
preferida para conducir la FML debido a su tolerancia al medio ácido y al perfil 
aromático producido (Liu, 2002). Se ha visto también que vinos con pHs mayores a 3,5 
pueden ser contaminados por especies de Pediococcus y Lactobacillus que pueden 
crecer hasta niveles de 106  a 108 cél/mL interaccionando antagónicamente con O. oeni 
(Wibowo et al., 1985). En la fase terminal la población disminuye paulatinamente 
(García et al., 1992). La supervivencia de las BL después de terminar la FML depende 



















Figura 1.2.  Evolución de la población de BL durante la vinificación (adaptado de Ribéreau-
Gayon et al., 2000). 
 
1.1.6 Bioquímica de la FML 
En los últimos años se ha visto que la conversión de ácido málico a ácido 
láctico no es una verdadera fermentación sino, más bien, una reacción enzimática 
conducida por las células bacterianas después de su crecimiento. No obstante, el 
término fermentación maloláctica se ha establecido en la literatura y en la industria 
enológicas (Wibowo et al., 1985). 
La ecuación global de la descarboxilación del ácido málico es la siguiente: 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 




         COOH 
          l                                            COOH        
HO − C − H                                     l 
          l                                          HO − C − H               +             CO2   
              H − C − H                                                                                                                                         
          l                                            CH3 
          COOH 
 
ácido L-(-)-málico                ácido L-(+)-láctico 
Figura 1.3.  Ecuación global de la reacción maloláctica 
 
La reacción así formulada se presenta como una simple descarboxilación, pero 
el mecanismo de conversión no es tan simple.  
La enzima responsable de la FML es la enzima maloláctica, que fue purificada 
por primera vez en L. plantarum en 1973 por Schütz  y Radler. Dicha enzima, con un 
peso aproximado de 235000 y un punto isoeléctrico de 4,35, es constitutiva en el 60% 
de las BL heterofermentativas e inducible en otras. Se induce en presencia de glucosa, 
tiene un pH óptimo entre 5,6 – 6,1, su actividad depende de NAD y de Mn2+ y puede 
ser inhibida competitivamente por los ácidos tartárico, succínico y láctico.  (Suárez 
Lepe e Íñigo, 1988; García et al., 1992; Delfini y Formica, 2001; Reguant, 2001; 
Suárez Lepe e Íñigo 2004). En 1984, Spettoli et al. aislaron la enzima maloláctica de 
O. oeni, demostrando que era constitutiva en esta especie a diferencia de L. plantarum 
que era inducido y que, en ambos casos, el transporte de L-malato dentro de las 
células limitaba la tasa de conversión de la enzima maloláctica (Suárez Lepe e Íñigo, 
2004). 
El papel que la FML desempeña en el metabolismo celular no esta aún 
completamente esclarecido, ya que no genera energía por sí misma para las células. 
Kunkee (1967) y Kandler (1973) pensaban que la FML no proveía energía a la célula. 
Más tarde, Pilone y Kunkee (1976) y García (1992) observaron que la FML parecía 
proveer algún efecto beneficioso a las BL, ya que su tasa de crecimiento se veía 
estimulada cuando éstas se desarrollaban en un medio con una fuente de carbono y 
ácido málico. Para Kandler et al. este efecto se debía a que la descomposición de un 
ácido dicarboxílico en uno monocarboxílico provocaría un aumento del pH externo 
(García et al., 1992; Reguant, 2001). Más tarde Cox y Henick-Kling (1990) 
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demostraron que varias especies de BL podían generar ATP a partir de la degradación 
del ácido málico. Según estos autores, el mecanismo sería quimiosmótico. El ATP 
sería formado por una ATPasa de membrana que tomaría la energía del gradiente 
electroquímico que se genera durante el transporte activo de L-malato al interior 
celular y el gradiente de protones que se genera cuando el producto final, el L-lactato, 
es transportado fuera de la célula junto con los protones (Cox y Henick-Kling, 1990). 
Sobre esta cuestión se continúan proponiendo nuevos aspectos (Cox y Henick-Kling, 
1995; Salema et al., 1996a; Salema et al., 1996b).  
1.1.7 Efectos beneficiosos de la FML  
Las principales ventajas que aporta la FML al vino son (Davis et al., 1985):  
a) Disminución de la acidez:  
La FML es el principal medio que poseen los vitivinicultores para reducir la 
acidez de un vino. La disminución de la acidez por la FML varia de 0,1% a 0,3%, y el 
pH puede subir de 0,1 a 0,3 unidades. 
Vinos producidos en regiones de climas fríos se ven beneficiados con una 
reducción de la acidez porque las bayas presentan naturalmente altas concentraciones 
de ácidos orgánicos. Vinos de pH alto, como los producidos en regiones vitícolas 
cálidas, tienen una acidez baja. En estos casos, la FML puede reducir mucho los 
niveles de acidez, resultando vinos planos e insípidos, donde se pueden desarrollar 
bacterias perjudiciales. 
b) Mejora del perfil organoléptico:  
La calidad sensorial del vino es afectada por los componentes que son 
consumidos y producidos en el vino por el crecimiento bacteriano. 
Como las BL convierten ácido málico (característico de la manzana, más 
agresivo) en ácido láctico (característico de la leche, más suave) el vino resultante es 
más suave y “mantecoso”. 
Las BL son organismos fermentativos que, además de producir ácido láctico 
como producto principal del catabolismo de los azúcares, son capaces de producir 
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otros compuestos con incidencia aromática, como acetaldehído, ácido acético, etanol, 
diacetilo, acetoína y 2,3-butanodiol, en diferentes productos fermentados. Diacetilo, 
acetoína y 2,3-butanodiol son producto del consumo bacteriano de ácido cítrico y se 
consideran importantes para el perfil organoléptico del vino. El diacetilo es considerado 
el más importante por el aroma de manteca o nata que caracteriza a muchos vinos 
que han realizado la FML con reconocidos aromas lácticos. A bajas concentraciones, 
estos compuestos aportan complejidad al aroma del vino. A concentraciones 
superiores a 5 mg/L, el diacetilo puede ser muy intenso, dando al vino sabores de 
manteca o avellana, lo que se considera indeseable (Davis et al., 1986, Bartowsky y 
Henschke, 2004) 
Otros constituyentes organolépticos que aumentan su concentración en la FML 
incluyen: ácidos volátiles, dietil succinato, numerosos ésteres volátiles, etil-acetato, n-
propanol, 2-butanol, n-hexanol y etil-lactato. También se dan pequeñas disminuciones 
en 3-metil-n-butil acetato, n-hexil acetato, 2-feniletilacetato y 2-etil-n-hexanoato. 
Estudios sensoriales demuestran que los componentes aromáticos producidos 
por las BL confieren cambios reconocibles a las características aromáticas del vino 
(Laurent et al., 1994). Además, se ha visto que, generalmente, los vinos producidos 
con BL seleccionadas tienen mejor calidad que los que realizan la FML 
espontáneamente.  
En conclusión, aunque las BL son capaces de alterar la composición del vino 
durante la FML, principalmente en distintos componentes volátiles, estos cambios no 
siempre son detectados por panelistas de cata entrenados. Las cepas de BL 
seleccionadas para inducir la FML tienen una importancia crítica, así como la 
composición del vino y el diseño de los análisis sensoriales.  
c) Estabilidad microbiológica: 
Una de las principales ventajas de la FML es que los vinos que han 
experimentado la FML son, en sentido microbiológico, más estables que los que no la 
han sobrellevado. No obstante, la estabilidad microbiológica después de la FML no es 
absoluta. La noción de estabilidad microbiológica después de la FML significa que 
disminuye el riesgo de que la FML ocurra en la botella, dando lugar a la formación de 
gas (CO2) en la misma u otros efectos negativos. Una FML completa proporciona una 
cierta estabilidad microbiológica al eliminar del vino el ácido málico y algunos 
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azúcares, y también al producir compuestos antimicrobianos como el mismo ácido 
láctico y, posiblemente, bacteriocinas, que son proteínas de bajo peso molecular que 
podrían inhibir el crecimiento bacteriano posterior. 
1.1.8 Efectos indeseables de la FML  
En cuanto a las desventajas o inconvenientes derivados de la FML, habría que 
destacar, en primer lugar, la elevación de la acidez volátil que la acompaña y que, 
además de representar un índice negativo en la apreciación sensorial de cualquier 
vino, dependerá del carácter homo o heterofermentativo de las diferentes cepas 
bacterianas y de la temperatura. Además, hay algunas BL que pueden metabolizar el 
ácido cítrico para obtener energía y, al hidrolizarlo, elevan el diacetilo y la acidez 
volátil. La degradación del ácido tartárico por bacterias heterofermentativas es muy 
poco frecuente, dándose sólo en vinos con pHs elevados, próximos o superiores a 4, 
aumentando también el contenido en ácido acético (Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Otros inconvenientes derivados de la FML conciernen a la pérdida o reducción 
de aromas varietales y carácter afrutado, a la posible producción de olores anómalos 
como el geraniol o a la reducción de color que sigue a este fenómeno. El cambio 
cromático suele deberse a las modificaciones de pH, a los niveles de SO2 y a la 
adsorción de antocianos por las paredes celulares bacterianas (Suárez Lepe e Íñigo, 
2004). 
1.1.9 Alteraciones durante la FML que pueden afectar a la seguridad 
alimentaria 
Las alteraciones más importantes producidas en el vino son aquellas que 
pueden afectar a la seguridad alimentaria. 
Al ser el vino un alimento obtenido por fermentación, es susceptible de 
presentar concentraciones de determinadas moléculas (productos del metabolismo 
microbiano), algunas de las cuales pueden afectar a la seguridad alimentaria del 
consumidor. Como antes se ha señalado, el vino es un medio complejo, aún al final de 
la FA, por lo que las BL pueden metabolizar distintos compuestos aún presentes en el 
vino mientras realizan la FML, dejando en el vino los productos finales o parciales de 
este metabolismo.   
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En vinos, la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 
Alimentación (FAO), la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización 
Internacional de la Viña y el Vino (OIV), a través de los grupos integrados en la 
Comisión “Seguridad y Salud” y, particularmente, el Grupo “Seguridad Alimentaria” 
estudian el estado actual de las alteraciones del vino que pueden incidir en la salud del 
consumidor para tratar de dilucidar sus orígenes y vías de formación y, en su caso, 
evitar concentraciones que pueden llegar a ser perjudiciales o nocivas (Suárez Lepe e 
Íñigo, 2004). 
En cuanto a su origen, las sustancias potencialmente tóxicas que pueden 
encontrarse en el vino se podrían clasificar en (Suárez Lepe e Íñigo, 2004): 
• Contaminantes , como los pesticidas o el plomo. 
• Aditivos , como el anhídrido sulfuroso. 
• Moléculas relacionadas con el metabolismo microbiano . Entre ellas se 
encuentran el carbamato de etilo y las aminas biógenas, ambos productos del 
metabolismo de BL, y la ocratoxina A, micotoxina sintetizada por algunas 
especies de hongos. 
Es importante aclarar que en todo el mundo numerosos grupos de 
investigación aúnan sus fuerzas para establecer la etiología de muchas alteraciones 
del vino, para poder prevenirlas y asegurar la calidad del vino. Además, si estas 
moléculas están presentes en el vino, en la mayoría de los casos, lo están en 
concentraciones muy alejadas de su ingesta diaria admitida. 
Antes de ampliar aquellos temas relacionados con la FML, debemos considerar 
la importancia del estudio de estos compuestos tóxicos en la competitividad de 
nuestros productos en los mercados nacionales y extranjeros, en los que ya existe 
legislación sobre límites máximos permitidos en vinos de importación o de elaboración 
propia. 
Formación de aminas biógenas 
Las aminas tienen un importante rol metabólico en las células vivas. Las 
poliaminas son esenciales para el crecimiento; la histamina y la tiramina están 
involucradas en funciones del sistema nervioso y en el control de la presión sanguínea 
(Lonvaud-Funel, 2001). 
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Las aminas biógenas son bases orgánicas de bajo peso molecular, de 
estructura alifática o cíclica, que provienen de la descarboxilación de aminoácidos 
(Landete et al., 2001; Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Las aminas biógenas son compuestos indeseables en todos los alimentos y 
bebidas porque su ingesta en altas concentraciones puede tener efectos nocivos sobre 
la salud humana. Las aminas biógenas pueden ejercer efectos vasoactivos (tiramina), 
efectos psicoactivos, o ambos (histamina). Los síntomas típicos de la intoxicación con 
alimentos contaminados son: náuseas, dolor de cabeza, problemas respiratorios, 
problemas circulatorios, como hiper o hipotensión y palpitaciones, y distintos 
desórdenes alérgicos. La sensibilidad varía de un individuo a otro dependiendo de la 
actividad detoxificante del cuerpo humano que está en manos de las enzimas amino 
oxidasas. Estas enzimas son inhibidas por algunas drogas, por el etanol e incluso por 
otras aminas animales, disminuyendo la eficiencia de la detoxificación (Landete et al., 
2001; Lonvaud-Funel, 2001).  
Estas aminas son producidas por las BL durante los procesos de fermentación 
de alimentos y bebidas como consecuencia de la descarboxilación de aminoácidos 
(Landete et al., 2001; Lonvaud-Funel, 2001).  
Muchos géneros de bacterias son capaces de descarboxilar aminoácidos para 
formar las aminas correspondientes y dióxido de carbono. Esta reacción tiene lugar 
para favorecer el crecimiento y la supervivencia en medio ácido, ya que las aminas 
generadas tienen carácter básico y por ello tienden a elevar el pH del medio en el que 
se excretan. Además, el pH bajo favorece la actividad enzimática de las 
aminodescarboxilasas (Landete et al., 2001; Lonvaud-Funel, 2001; Liu, 2002). 
En el vino se encuentran distintos aminoácidos susceptibles de ser 
descarboxilados, como resultado pueden aparecer histamina, tiramina, putrescina, 
cadaverina, etilamina y feniletilamina; de éstas, las tres primeras son las más 
frecuentes en vinos (Lonvaud-Funel, 2001; Liu, 2002; Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Con excepción de la etilamina, que alcanza valores significativos tras la FA, 
todas las demás son más abundantes en vinos al término de la FML y, aún más, en la 
etapa de envejecimiento (Suárez Lepe e Íñigo, 2004). Varios meses después de la 
vinificación es frecuente encontrar altas poblaciones de BL, sobre todo en vinos de pH 
alto en los que, además, el SO2 agregado al final de la FML es menos eficiente. 
Incluso, aunque no se observe crecimiento, esta población sobrevive y es aún 
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metabólicamente activa. Además, las cepas con actividad aminoácido descarboxilasa 
pueden sobrevivir más tiempo que aquellas en las que esta actividad no está presente, 
al obtener energía adicional de la descarboxilación (Lonvaud-Funel, 2001). 
En vino, Lactobacillus y Pediococcus parecen ser los principales productores 
de aminas, aunque algunos Oenococcus también pueden producirlas. Estudios 
recientes indican que es Oenococcus la principal especie responsable de la formación 
de histamina y que Lactobacillus causa la formación de tiramina en vino (Liu, 2002) 
Es importante destacar que la actividad descarboxilasa es específica de cepa y 
no de especie, por ello la ausencia de actividad aminoácido descarboxilasa es un 
criterio de selección que actualmente se incluye para la preparación industrial de 
cultivos iniciadores para la FML (Lonvaud-Funel, 2001; Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
 
Tabla 1.3.  Aminas biógenas más frecuentes en vinos, tipo de aminas, precursores y enzimas 
que las producen (Landete et al., 2001) 
Amina biógena  Tipo de amina Precursor Enzima 
Histamina Amina heterocíclica Histidina Histidina descarboxilasa 
Tiramina Amina aromática Tirosina Tirosina descarboxilasa 
Feniletilamina Amina aromática Fenilalanina Fenilalanina descarboxilasa 
Putrescina Amina alifática Ornitina Ornitina descarboxilasa 
Cadaverina Amina alifática Lisina Lisina descarboxilasa 
Agmantina Amina alifática Arginina Arginina descarboxilasa 
 
Producción de CE 
El CE es un compuesto con propiedades carcinogénicas que se forma por 
reacción del etanol a pH ácido con un compuesto que posea un grupo carbamílico. Por 
su importancia en el presente trabajo esta cuestión será ampliada en el apartado 1.2.  
1.1.10 Control de la FML 
Como se ha visto, la FML es un proceso deseado en muchos casos en los que 
la reducción de la acidez y la modificación del aroma del vino, como fruto de esta 
segunda fermentación, son favorables a la calidad del vino. El aumento del 
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reconocimiento de la influencia de la FML sobre la calidad del vino ha llevado a los 
productores de vino a buscar un mejor control sobre la realización y el resultado de la 
FML. Este control se hace aun más necesario en caso de FMLs problemáticas, 
retardadas o paradas y es fundamental para asegurar la ausencia de efectos 
indeseables. 
Los productores de vino disponen de varias opciones para controlar la FML. La 
primera herramienta disponible sería la estimulación del crecimiento de la flora natural 
de BL presentes en el vino. También se puede llevar a cabo una inoculación cruzada 
con vinos que ya están experimentando la FML, usar cepas de levaduras para 
degradar el ácido málico, o la maceración carbónica para degradar parcialmente el 
ácido málico previamente a la FML. Pero los métodos más eficaces y recomendables 
son, o bien la inoculación en el vino de cepas de BL comerciales o preparadas en el 
laboratorio, o el paso del vino sobre BL activas inmovilizadas (Davis et al., 1985; 
Krieger, 2006a). 
También hay que tener en cuenta que la FML puede ser inhibida para prevenir 
la desacidificación (Davis et al., 1985; Krieger, 2006a). 
a) Estimulación de la flora natural 
Si se desea la FML espontánea y la producción bacteriana de compuestos 
aromáticos, el productor de vino puede propiciar el crecimiento de las BL autóctonas 
manteniendo condiciones favorables al desarrollo y supervivencia de las mismas, 
como temperaturas más cálidas, adición mínima o nula de SO2, largos tiempos de 
contacto con las pieles, tiempos más largos de contacto con las lías de levaduras y 
retraso del trasiego (Krieger, 2006a).  
Aunque se tomen las medidas necesarias para aumentar el crecimiento de la 
flora natural y, como consecuencia, completar con éxito la FML, ésta no siempre 
ocurre y se necesitan otros métodos para fomentar la FML. 
b) Inducción de la FML por inoculación con cepas comerciales 
La inducción de la FML mediante la inoculación de cepas seleccionadas de BL 
presenta dos ventajas: permite un mayor control sobre la ocurrencia y velocidad de la 
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FML y tiene una influencia positiva sobre el aroma y la calidad del vino (Davis et al., 
1985; Krieger, 2006b). 
La inoculación de cultivos iniciadores seleccionados reduce el potencial de 
alteración por otras BL y/o bacteriófagos, garantizando el rápido inicio de la FML, un 
mayor control de la producción de compuestos aromáticos, sabores y olores en el vino. 
Los cultivos iniciadores se comercializan en forma liofilizada o congelada para la 
inoculación directa de las BL en el vino. Estas cepas se han seleccionado a partir de la 
FML espontánea por su buena cinética fermentativa, por tolerar las difíciles 
condiciones de crecimiento y supervivencia imperantes en el vino, por sus propiedades 
organolépticas deseables y por su baja capacidad para producir metabolitos peligrosos 
(Krieger, 2006a). 
Distintos estudios demuestran que diferentes cepas de BL tienen diferentes 
efectos sensoriales en los vinos, pero el mejor momento para la inoculación de las BL 
sigue siendo objeto de discusión (Krieger, 2005; Krieger, 2006a). Dependiendo del 
momento en que se realiza la inoculación, las BL encontrarán una diferente 
composición en el medio, lo que influirá drásticamente en su desarrollo y actividad 
metabólica (Rosi et al., 2003). 
Las BL se pueden inocular en los siguientes estadios de la vinificación (Davis et 
al., 1985; Krieger, 2006a): 
• Simultáneamente a la inoculación de la levadura 
• Durante la FA 
• Hacia el final de la FA 
• Después de la FA 
Normalmente, el inicio de la FML sólo se induce después del final de la FA, 
para evitar el riesgo de picado láctico. No obstante, también puede ser interesante una 
siembra bacteriana más precoz, al principio o en el transcurso de la FA, con el objetivo 
de reducir el tiempo de elaboración de los vinos destinados a ser consumidos jóvenes, 
evitar la proliferación de BL indeseables procedentes de la flora indígena y de otros 
organismos perjudiciales, como bacterias acéticas o Brettanomyces, y aumentar las 
posibilidades de las BL de crecer y aclimatarse en ausencia de etanol y de acceder a 
los nutrientes del mosto antes de que sean metabolizados por las levaduras (Davis et 
al., 1985; Gerbaux, 2006; Krieger, 2006a; Krieger, 2006b). 
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En ocasiones la inoculación de BL antes de la FA puede provocar un retardo o 
interrupción de la FA (Huang et al., 1996), aunque Rosi et al. demostraron que la 
población bacteriana no tiene ningún efecto inhibitorio sobre el crecimiento y la FA de 
las levaduras (Rosi et al., 2003). Por otro lado, Gallander observó que la inoculación 
de BL antes de la FA no estimula la FML (Gallander, 1979) y King y Beelman sugieren 
que el crecimiento de O. oeni durante la FA en un sistema de mosto modelo se puede 
retrasar por la producción de compuestos tóxicos derivados de las levaduras distintos 
del etanol y el dióxido de azufre. Además, concluyen que el crecimiento bacteriano 
acelera la fase de mortandad del ciclo de crecimiento de la levadura (King y Beelman, 
1986). Recientemente, se ha caracterizado un factor de naturaleza proteica, producido 
por cepas vínicas de Saccharomyces cerevisiae, que ejerce un efecto inhibitorio sobre 
el crecimiento de las BL y la degradación de ácido málico (Comitini et al., 2005). 
Un intenso crecimiento bacteriano puede inhibir el desarrollo de la levadura, lo 
que induce la producción de niveles excesivos de acidez volátil (Krieger, 2006b). 
Beelman y Kunkee han demostrado que, en presencia de azúcares fermentables, la 
FML no provoca necesariamente una producción de cantidades excesivas de ácido 
acético por las BL, a condición de que la fermentación alcohólica se inicie y concluya 
rápidamente (Beelman y Kunkee,  1985). 
Radler ha reportado un consumo de azúcar de 0,2-2 g/L durante las fases de 
crecimiento de las BL (Figura 1.4). Durante la fase de crecimiento celular, se pueden 
producir pequeñas cantidades de ácido acético y ácido D-láctico. Cuando el recuento 
celular llega a 5x106 UFC/mL, en la fase estacionaria I, comienza la degradación del 
ácido málico, pero no se produce ácido acético durante la degradación del ácido 
málico. La fase estacionaria II, se caracteriza por la degradación de ácido cítrico y 
azúcares, acompañada de un incremento del ácido acético. No obstante, las BL sólo 
empezarán a consumir azúcares cuando haya terminado la degradación de ácidos 
orgánicos. El ácido málico será el primero en consumirse, seguido del cítrico, el 
fumárico y otros (Radler, 1963). 
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Figura 1.4.  Metabolismo de azúcares y ácidos orgánicos durante la FML en el vino (Radler, 
1963, adaptado de Krieger 2006b). 
Experimentos realizados por Lallemand mediante inoculación simultánea de BL 
y levadura y su comparación con la inoculación de BL una vez terminada la FA no han 
mostrado diferencias de concentración final de ácido acético, aunque sí han 
demostrado una relación directa entre la degradación de ácido cítrico y un incremento 
de la concentración de ácido acético. Dependiendo de la disponibilidad de oxígeno y 
del potencial de oxidación-reducción del medio, el ácido cítrico puede ser utilizado 
como un aceptor de electrones, con el resultado de una producción de ácido acético, o 
se puede degradar en diacetilo. La subsiguiente reducción de diacetilo en acetoína y 
2,3 butanodiol también depende del potencial de oxidación-reducción del vino. La FML 
en presencia de lías siempre da como resultado bajos niveles de diacetilo, ya que el 
poder reductor de las levaduras viables lo transforma en componentes menos 
aromáticos. Por ello, vinos obtenidos por inoculación conjunta de levaduras y BL 
tienen una menor presencia de sabores lácticos y de mantequilla y una mayor carga 
frutal (Krieger, 2005; Krieger, 2006b).   
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La ventaja de inocular las BL durante la FA se puede explicar por el hecho de 
que en esta etapa la mayor parte del SO2 libre está ligado por compuestos de 
carbonilo producidos durante el crecimiento de la levadura y la concentración 
alcohólica aún no ha alcanzado niveles tóxicos. Sin embargo, es en esta etapa cuando 
se pueden dar los niveles más altos de antagonismo por metabolitos de la levadura 
(como el ácido decanoico). Kyne y Gertsen-Briand no recomiendan la inoculación de 
BL a mitad de la FA porque la FA activa sometería las BL a un estrés excesivo. 
Lallemand ha confirmado por medio de la investigación la conclusión de que la 
inoculación de las BL a la mitad de la FA ocasiona siempre una acusada reducción de 
la viabilidad y actividad bacterianas (Krieger, 2006b; Kyne y Gertsen-Briand, 2006). 
La inoculación al final de la FA no plantea el riesgo de descomposición 
heterofermentativa de los azúcares por las BL, con el resultante incremento de la 
acidez volátil. También se evita de esta manera la toxicidad de los ácidos carboxílicos 
producidos, ya que su concentración disminuye después de la FA. La disponibilidad de 
nutrientes bacterianos originados por la muerte y autólisis de la levadura aseguran el 
éxito de la inoculación, aunque la exposición a los altos niveles de etanol presentes 
puede causar un retraso de la FML (Davis et al., 1985; Krieger, 2005; Krieger, 2006b). 
En conclusión, no hay un planteamiento universal que pueda ser adoptado para 
inducir la FML por inoculación. El momento más deseable para la inoculación depende 
de otros factores de la vinificación, como la composición del vino, la cepa de levadura 














Figura 1.5. Fermentación maloláctica controlada (adaptado de Lallemand Inc., 2000) 
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c) Impedir la FML 
Si no se desea la FML, como en el caso de vinos de baja acidez, hay que 
impedir el desarrollo de BL en el mosto y en el vino mediante la eliminación o 
desactivación de las BL presentes en dichos medios, por adición de SO2 y/o lisozima 
(Krieger, 2006a).  
Para la inhibición de la FML se pueden utilizar todos los factores contrarios a 
los empleados para favorecer su desarrollo. Por lo tanto los parámetros que permiten 
inhibir la FML son: una maceración mínima, pH bajo, bajas temperaturas y un trasiego 
y clarificación precoces (Krieger, 2006a). 
 
1.2 EL CARBAMATO DE ETILO 
1.2.1 Antecedentes 
A principio de los años 60 se denunció por primera vez la presencia en bebidas 
alcohólicas de una sustancia cancerígena, el carbamato de etilo (CE), también llamado 
etil carbamato o uretano. Como su presencia en vino no aporta ninguna ventaja 
tecnológica, se descartó que fuera agregado fraudulentamente y se comenzó a 
investigar su origen (Trioli y Colagrande, 1991). En 1962, Thoukis propuso que el CE 
se formaba en vinos tratados con un inhibidor de levaduras  llamado pirocarbonato de 
etilo o dietil dicarbonato (DEDC) al reaccionar específicamente con el amonio presente 
(Ough, 1976a; Stevens y Ough, 1993). Este antiséptico suscitó grandes esperanzas en 
la industria de las bebidas refrescantes, donde ejercía una interesante acción 
higienizante, y se descomponía en anhídrido carbónico y etanol, productos de por sí 
inofensivos y no extraños a la propia naturaleza de las bebidas donde se generaban. 
Inclusive la FAO/WHO (OMS) llegó a señalar un nivel aceptable de tratamiento para 
bebidas de 0-300 ppm (de la Torre y Buxaderas, 1997). Estudios con diluciones 
isotópicas encontraron CE en niveles de mg/L en vinos tratados con pirocarbonato de 
etilo. Por todo esto el uso del pirocarbonato de etilo como aditivo en las bebidas fue 
prohibido por la Food and Drug Administration (FDA) en 1970 después de 10 años de 
uso (Ough et al., 1988a; Stevens y Ough, 1993). 
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En todo el mundo se investigó la cantidad normal de CE en diferentes 
alimentos y bebidas fermentados. Se observó su presencia en cantidades trazas en 
muchos productos fermentados, con excepción del sake japonés. Se comprobó la 
ausencia del pirocarbonato de etilo, indicando que no había sido usado, e 
investigaciones posteriores sobre un número importante de muestras de sake 
confirmaron la presencia de cantidades significativas de CE (60-600 µg/L) (Ough et al., 
1988a). 
En 1985 el “Liquor Control Bord of Ontario” (LCBO) encontró cantidades 
importantes de CE en muchos vinos de importación y otras bebidas alcohólicas, sobre 
todo destilados y licores de frutas, entre los que sobresalían los destilados de fruta de 
hueso (ciruela y cereza), donde se encontraron hasta  3200 ppb (µg/L) (Trioli y 
Colagrande, 1991; de la Torre y Buxaderas, 1997). Luego de estas observaciones, la 
“Health Protection Branch”, organismo federal canadiense, estableció los límites para 
regular la cantidad de CE en bebidas alcohólicas (Trioli y Colagrande, 1991; Stevens y 
Ough, 1993). Las demandas canadienses estimularon nuevos intereses sobre el CE y 
se sugirió que la fuente del CE en alimentos y bebidas fermentados eran compuestos 
N-carbamílicos, principalmente urea y citrulina en vino (Ough et al., 1988a; Stevens y 
Ough, 1993). 
El problema del CE es delicado dado su posible poder carcinogénico. Por ello 
es necesario establecer unos límites de seguridad y disminuir en lo posible su 
presencia,  para lo que es imprescindible conocer su origen.  
1.2.2 Características y usos  
El CE es el éster etílico del ácido carbámico, de fórmula química: 




Figura 1.6.  Carbamato de etilo 
Es una sustancia que se encuentra de forma natural en muchos alimentos 
obtenidos por fermentación, como el pan, el queso, el yogur, en tenores que pueden 
variar entre 0 y 5 µg/Kg (Ough, 1976a; Ingargiola, 1992; de la Torre y Buxaderas, 
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1997) y no se ha detectado en alimentos o bebidas no fermentados (Ough, 1976a; 
Suárez Lepe e Íñigo, 2004).  
Forma cristales prismáticos, incoloros. Su temperatura de fusión es de 48,5 ºC 
y su temperatura de ebullición de 184 ºC. Sublima a 171ºC. Es soluble en agua, etanol 
y otros solventes orgánicos (Ingargiola, 1992). 
Debido a su ligera lipofilia, penetra en el sistema nervioso central donde ejerce 
una acción sedante y anestésica. Sobre esta base se ha utilizado en medicina humana 
y veterinaria como agente hipnótico. Debido a la falta de constancia en los resultados 
terapéuticos obtenidos y la puesta a punto de derivados con acción más poderosa y 
controlada, esta utilidad ha caído en desuso. Aparte de esta acción hipnótica y 
sedante demostrada, no hay unanimidad en el beneficio de su empleo en terapéutica 
humana. La bibliografía recoge datos tan dispares como los que anuncian que, en el 
ámbito biológico, posee una actividad anticancerígena o citostática, por lo que se 
apoyó su empleo en el tratamiento de distintas neoplasias, como la leucemia 
granulocítica crónica, la leucemia linfocítica crónica y otras. Sin embargo, las dosis 
eran demasiado elevadas (de 1 a 3 y hasta 6 g al día), pudiendo producir efectos 
secundarios como náuseas, vómitos, hemorragia gastrointestinal y leucopenia, 
llegándose incluso a mencionar casos de lesiones hepáticas y renales, así como 
anemia aplásica. Por todo ello estos intentos han sido abandonados (Ingargiola, 1992; 
de la Torre y Buxaderas, 1997). 
El CE y sus derivados son ampliamente empleados en la industria de los 
materiales plásticos y en la fabricación de ciertos pesticidas, como herbicidas y 
fungicidas. También ha sido empleado como conservante en la industria 
agroalimentaria, especialmente  en las bebidas (cerveza, zumos de fruta) (Ingargiola, 
1992). 
La determinación analítica del contenido de CE en los vinos se realiza 
actualmente por cromatografía de gases con espectrometría de masas. 
Sus propiedades físicas y microbianas son ahora bien conocidas, aunque la 
falta de tecnologías sencillas para su estimación ha impedido estudiar más a fondo 
este compuesto (Suárez Lepe e Íñigo, 2004).  
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1.2.3 Toxicidad y carcinogenicidad del CE 
La ruta principal de exposición al CE en la población humana es a través del 
consumo de alimentos y bebidas fermentados. 
El CE es bien absorbido por el tracto gastrointestinal (y la piel), y se distribuye 
de manera rápida y homogénea por todo el organismo. Su eliminación también es 
rápida y más del 90% se elimina como dióxido de carbono en seis horas en ratones. 
Las vías metabólicas de importancia potencial incluyen la hidrólisis a etanol y 
amoníaco y la oxidación a vinilcarbamato, que se une covalentemente a los ácidos 
nucleicos y a las proteínas, induciendo mutaciones, como sustituciones de pares de 
base en el ADN.  
En 1943 Nettleship y Henshaw señalaron por primera vez la carcinogenicidad 
del CE. Ésta fue confirmada en 1968 por los trabajos de Mirvish (Ingargiola, 1992). La 
mayor parte de los cánceres causados por el CE son provocados por su 
administración por vía parenteral (subcutánea, intramuscular, intraperitoneal). Existen 
muy pocos trabajos en los que haya aparecido un cáncer por vía oral (Ingargiola, 
1992). 
Su carácter cancerígeno ha quedado bien demostrado después de su empleo 
como anestésico en animales de experimentación (ratones, ratas, hámster, etc.); a 
dosis altas, durante tiempo prolongado y por diferentes vías de administración, ha 
producido lesiones en pulmón, hígado y timo (Mínguez, 1988; de la Torre y Buxaderas, 
1997). Es sorprendente observar que las dosis administradas son considerables. 
Varían de 0,2 a 1,0 g por Kg de peso del animal. Por vía intraperitoneal una sola dosis 
es suficiente, pero por debajo de 0,5 g por Kg no hay aparición de tumores en los 
animales tratados. Cuando se administra CE en el agua de bebida, en dosis de 1 g por 
litro de agua, los tumores sólo aparecen luego de varias semanas de la administración 
(Ingargiola, 1992). 
Los problemas fisiológicos que puede desencadenar una sustancia 
cancerígena como el CE aparecen a largo plazo y su efecto depende de factores como 
la ingesta, la susceptibilidad del individuo y su toxicidad intrínseca. La toxicidad 
intrínseca o potencia tóxica de un compuesto depende de la especie biológica en la 
que se hayan estudiado sus efectos y viene definida por el valor del índice DL50. El CE 
tiene un índice DL50 en el conejo de 2g/kg (Suárez Lepe e Íñigo, 2004).   
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De los datos obtenidos en animales de laboratorio se ha estimado la dosis 
diaria “sin efectos” para el hombre  en 0,3 mg/kg/día. Las ingestas diarias máximas se 
calculan a partir de la dosis sin efecto significativo obtenida en los estudios de 
toxicología experimental sobre animales de laboratorio dividida por un factor de 
seguridad a fin de extrapolar los resultados del animal al hombre. Los datos sobre 
experimentación animal que han servido y sirven como base para dicho cálculo no 
permiten sacar unas conclusiones muy convincentes, ya que se advierte una gran 
disparidad en los criterios seguidos en la consecución de los resultados (de la Torre y 
Buxaderas, 1997). Por ejemplo Schmahl et al. consideran una ingesta diaria admitida 
para el hombre en 0,3 mg/kg/día, sustentándose en estudios dosis-respuesta 
realizados en ratas y ratones y teniendo en cuenta un factor de seguridad de 5000 
(Schmahl et al., 1977). En base a estudios experimentales de efectos crónicos sobre 
ratas  y ratones, Schlatter y Lutz estiman una “dosis virtualmente segura” de 20 a 80 
ng/kg/día (Schlatter y Lutz, 1990).  
La elección del valor del factor de seguridad a emplear para traducir los 
resultados obtenidos en animales al hombre atiende siempre a la exposición prevista a 
la sustancia tóxica. En el caso más corriente, por ejemplo, los aditivos alimentarios, de 
uso tan común, y en alimentos de consumo mucho más habitual y población 
concernida muchísimo más amplia (incluyendo sectores poblacionales de mayor 
riesgo, como es el caso de los niños), el factor de seguridad suele ser de 100, por ello 
extraña la elección por parte de algunos autores del valor 5000, exageradamente alto 
(de la Torre y Buxaderas, 1997). 
Estos resultados obligan a estar muy atentos a las posiciones normativas 
dirigidas a establecer límites de CE en el vino, si los argumentos que se esgrimen para 
establecerlos, y que han servido de base a la FDA y al LCBO de Canadá, son los 
resultados de Schmahl et al. de 1977 (de la Torre y Buxaderas, 1997). 
En 1987 el Centro Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC) 
clasificó al CE dentro del grupo 2B, categoría que corresponde a aquellos compuestos 
de los que se dispone de suficiente información sobre su potencial carcinogénico en 
los animales de experimentación, pero insuficiente en el hombre. Sin embargo, se 
conoce bien que los metabolitos activos del CE, el N-hidroxiuretano, el vinilcarbamato 
y el epoxicarbamato, son capaces de establecer enlaces covalentes con el ADN tanto 
in vivo como in vitro, razón por la cual el CE se puede considerar genotóxico (de la 
Torre y Buxaderas, 1997). 
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Hay que tener en cuenta, además, que la toxicidad del CE se había ensayado 
hasta el momento principalmente con soluciones acuosas de CE, no en solución 
alcohólica, y que determinadas sustancias como la cafeína y el etanol parecen inhibir 
el poder cancerígeno del CE (Mínguez, 1988; Ingargiola, 1992). Distintos grupos de 
investigación han postulado que el etanol puede inhibir la carcinogenicidad del CE 
(Wadell et al., 1987) o que puede modular el metabolismo inicial del CE, previniendo la 
formación de metabolitos activos (Yamamoto et al., 1988). Resultados preliminares 
sugieren que el etanol inhibe la activación metabólica del CE resultando en una 
inhibición parcial de la alquilación del ADN (Kristiansen et al., 1990; Sotomayor y 
Washington, 1996). Estudios más recientes evidencian efectos contradictorios del 
etanol sobre la incidencia de ciertos tipos de cáncer (Beland et al., 2005).  
1.2.4. Origen del CE en los alimentos 
Pirocarbonato de etilo 
Este compuesto fue el primero en ser identificado como precursor del CE, un 
tiempo comercializado por Bayer con el nombre de Baycovin®. Ofrece una buena 
acción fungicida en medios de pH bajo, como el vino y los jugos de fruta. Es un  
producto muy interesante tecnológicamente porque hidroliza rápidamente dando como 
subproductos etanol y dióxido de carbono (Trioli y Colagrande, 1991). 
Este compuesto da como producto CE cuando reacciona con nitrógeno 
amoniacal. 
Un informe de Lofroth y Gejvall (1971) fue el primero sobre la cantidad de CE 
producida al agregar DEDC a las bebidas. Ellos encontraron grandes cantidades de 
CE por determinación de diluciones isotópicas, aunque estudios posteriores con 
técnicas de ionización de llama y cromatografía de gases combinada con 
espectrometría de masas no pudieron verificar estos resultados extremadamente altos 
(Ough, 1976a; Ough, 1976b). 
En 1972, el Comité de Expertos sobre Aditivos Alimentarios de la FAO/WHO 
disminuyó el nivel máximo permitido de DEDC para el tratamiento de bebidas 
carbonatadas o no de 300 a 250 ppm. Aunque también reconoció que el CE se puede 
encontrar naturalmente en bebidas fermentadas, prohibió el uso del DEDC en vino 
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basándose en que las deficiencias en la metodología analítica no permiten una 
conclusión inequívoca sobre la presencia o ausencia de CE en bebidas tratadas con 
DEDC y los niveles obtenidos de CE en trabajos previos son inadmisibles (Ough, 
1976a; WHO, 1973). 
En 1974, ante la evidencia de la formación de CE en bebidas tratadas con 
DEDC, y teniendo en cuenta que el CE es un conocido carcinógeno, la WHO revoca el 
uso del DEDC. (WHO, 1974) 
La aparición de cantidades significativas de CE en bebidas alcohólicas luego 
de la prohibición hizo suponer que hay otras causas de formación de CE 
independientes del DEDC (Trioli y Colagrande, 1991). 
Ácido cianhídrico   
Algunos compuestos aldehídicos y cetónicos propios de los destilados, como  
metilglioxal, diacetilo o 2,3-pentadiona, pueden formar peróxidos por acción de la luz.  
Se produce por éstos una reacción de tipo radical que transforma el ácido cianhídrico y 
el etanol en CE y que puede continuar en ausencia de luz (Trioli y Colagrande, 1991). 
Estudios de Baumann y Zimmerli (1986) demostraron que se forma CE a temperatura 
ambiente y en presencia de luz en soluciones que contienen estos compuestos, etanol 
y cianuro, indicando que las altas cantidades de CE encontradas en brandy de fruta o 
licores se asocia al hueso de frutas desosadas, el cual contiene compuestos 
relacionados con el cianuro (Ough, 1991).  
Estos compuestos relacionados con el cianuro pueden estar en cantidades 
importantes en los destilados de fruta, pero están prácticamente ausentes en los vinos, 
por lo que este mecanismo no explica la presencia de CE en los mismos (Trioli y 
Colagrande, 1991), salvo que una clarificación azul incorrectamente practicada como 
tratamiento desferrizante hubiese dado lugar a concentraciones anómalas de dicho 
ácido (Suárez Lepe e Íñigo, 2004), ya que si se utiliza ferrocianuro potásico en exceso 
el ión ferrocianuro remanente puede descomponerse con formación de ácido 
cianhídrico (Molina Úbeda, 2000). 
Sin embargo no es imposible que se encuentren en la uva, por lo que sería 
lógico buscarlos en las semillas (Ough, 1991). 
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En el vino y en otras bebidas alcohólicas producidas por fermentación, el 
mecanismo de formación del CE que parece más factible es la  reacción del etanol con 
compuestos que poseen un grupo carbamílico (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande, 
1991). La reacción general se esquematiza a continuación: 
  
R-C-NH2  +  CH3-CH2OH                CH3-CH2-O- C-NH2  +  RH 
                                             ll                                                                ll 
                             O                                                                                            O 
  compuesto  carbamílico         etanol                carbamato de etilo 
                     
Esta reacción se ve acelerada a temperatura elevada y en ambiente ácido, 
como el del vino (Ough et al., 1988a, Trioli y Colagrande, 1991). 
En el vino se encuentran naturalmente numerosos compuestos carbamílicos 
que potencialmente podrían reaccionar con el etanol presente dando CE. Algunos de 
estos compuestos son aminoácidos carbamílicos propios de la uva, otros proceden del 
metabolismo nitrogenado microbiano y de la degradación de los ácidos nucleicos. 
Entre ellos encontramos urea, citrulina, α-aminoácidos N-carbamílicos, β-aminoácidos 
N-carbamílicos, alantoína y carbamil fosfato (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande, 
1991). A continuación se presenta la evolución hacia CE de algunos de los 
precursores más importantes en vino. 
Urea 
La urea es probablemente el principal precursor del CE en el vino. Es 
producida por las levaduras en la FA como producto intermedio del catabolismo de la 
arginina y de las purinas (Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991). En la Figura 
1.7 se esquematizan las vías metabólicas implicadas en su síntesis en S. cerevisiae. 
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Figura 1.7.  Esquema de las principales vías metabólicas de síntesis de la urea en 
Saccharomyces cerevisiae (Trioli y Colagrande, 1991). 
 
La arginina es degradada por la arginasa, resultando en ornitina y urea. En S. 
cerevisiae la urea puede ser carboxilada por la urea carboxilasa dando alofanato que 
es hidrolizado en amoníaco y dióxido de carbono por la enzima alofanato hidrolasa 
(Ough et al., 1988b; Trioli y Colagrande, 1991). La vía degradativa de la arginina es 
regulada en S. cerevisiae por la arginina y por el amonio. La arginina estimula la 
síntesis de la arginasa en la levadura, mientras que el amonio inhibe la actividad de la 
urea carboxilasa. Si la fermentación tiene lugar en un medio rico en arginina y en iones 
amonio, una parte importante de la urea no será hidrolizada por las levaduras y se 
convertirá en un producto final del metabolismo nitrogenado (Ough, 1991).  
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La arginina es el aminoácido asimilable por las levaduras más abundante 
presente en el mosto de la mayoría de las variedades de uva (Ough et al., 1988b; 
Butzke, 1998). Se encuentra en cantidades bastante elevadas en los mostos (hasta 
2360 mg/L) y es segunda en términos de contenido después de la prolina. Si es 
fermentado un mosto con un estatus de nitrógeno importante, es probable encontrar 
en el vino cantidades importantes de urea (Trioli y Colagrande, 1991). 
Los excesivos agotamientos de la vendimia en el prensado y las temperaturas 
elevadas afectan a los niveles finales de urea, que también están fuertemente 
relacionados con el contenido de arginina en el mosto (Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Además del contenido nitrogenado del mosto, la cepa de levadura que conduce la FA 
es importante al determinar la cantidad de urea residual en el vino, ya que cada cepa 
posee un patrimonio enzimático con actividad específica (Trioli y Colagrande, 1991). 
La crianza del vino sobre lías no parece tener efectos, mientras que la adición de 
etanol durante la fermentación provoca un considerable aumento de la producción de 
urea (Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
La urea presente en el vino reacciona con el etanol para dar CE. 
 
NH2 - C-NH2  + C2H5-OH                  C2H5-O- C-NH2 + NH3
 
                                                     ll                                                           ll                                                                                             
                                 O                                                                          O 
                              urea            etanol                            uretano       amonio 
Esta reacción depende de la concentración de reactantes, la temperatura y el 
pH. Este último posiblemente es el factor de menor influencia en vino (Ough et al., 
1988a; Monteiro et al., 1989). 
Se ha demostrado la formación de CE a partir de urea marcada 
radiactivamente. La arginina marcada radiactivamente puede ser un precursor de urea, 
lo que la convierte en un precursor potencial para la formación de CE en el vino 
(Monteiro et al., 1989). 
Aminoácidos 
Se han estudiado algunos aminoácidos por su papel potencial en la formación 
de CE. Éstos fueron arginina, ornitina y citrulina. De los tres la citrulina es el único que 
puede dar directamente cantidades significativas, aunque limitadas, de CE (Trioli y 
Colagrande, 1991). 
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La citrulina no se encuentra normalmente en las proteínas y es un aminoácido 
presente en pequeñas cantidades en prácticamente todos los mostos (hasta 74 mg/L) 
(Ough et al., 1988a; Ough, 1991; Trioli y Colagrande, 1991). Una parte de la citrulina 
puede ser metabolizada por las levaduras durante la FA (Ough, 1991). 
La reacción de citrulina con etanol para dar CE es catalizada en medio ácido, al 
igual que lo que ocurre con la urea. El rango de reacción de urea con etanol 
comparado con la reacción de citrulina con etanol es de aproximadamente 8:1 (Ough, 
1991). Sobre una base molecular, la citrulina tiene un rango de formación de CE de 
aproximadamente una cuarta parte del de la urea (Stevens y Ough, 1993). 
Hay que tener también en cuenta que la citrulina puede ser formada a partir de 
la degradación de la arginina por diferentes especies de BL.  
Arginina 
Se ha sugerido que las BL degradan la arginina a través de la vía de la arginina 
deiminasa (ADI), también conocida como vía de la arginina dihidrolasa (Liu et al., 
1994; Liu et al., 1995b), ruta conocida de antemano en otras bacterias y otros 
microorganismos (Abdelal, 1979). Esta vía implica tres enzimas, arginina deiminasa 
(ADI), ornitina transcarbamilasa (OTC) y carbamato quinasa (CK) que catalizan las 
siguientes reacciones:  
                                                                       arginina deiminasa 
L-arginina + H2O            →              L-citrulina + NH3                        Reacción 1 
                                                                          
ADI (EC3.5.3.6) 
                                                                
ornitina transcarbamilasa 
L-citrulina + PO4            ↔            L-ornitina + carbamil- PO4     Reacción 2  
                                                                       OTC (EC 2.1.3.3) 
                                                                                  carbamato quinasa 
carbamil- PO4  + ADP            ↔          
  ATP + NH3 + CO2               Reacción 3 
                                                                                    CK (EC 2.7.2.2) 
 
Dos de los intermediarios de esta vía, citrulina y carbamil-fosfato, pueden 
reaccionar con etanol para formar CE (Liu et al., 1994). 
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Además de estas tres enzimas, también está involucrada en la degradación de 
la arginina una proteína de transporte antiport de membrana que intercambia la 
entrada celular de arginina con la salida de la ornitina producida (Poolman et al., 
1987). Los genes que codifican para las tres enzimas de la ruta ADI (arcA, arcB, arcC) 
junto con el gen que codifica para la proteína de transporte (arcD) forman un operón y 
han sido secuenciados en O. oeni (Divol et al., 2003; Tonon et al., 2001) y otras 
bacterias. 
Aunque algunos autores concluyan con su experiencia que la FML no afecta a 
la formación de CE (Tegmo-Larsson et al., 1989), otros han demostrado la excreción 
de citrulina durante la degradación de arginina por diferentes especies de BL y la 
correspondiente formación de CE en el vino. Esto sugiere que las BL son productores 
potenciales de un precursor del CE, la citrulina, cuando la arginina es catabolizada (Liu 
et al., 1994).   
En función de la especie y la cepa de BL, existe bastante variabilidad en la 
capacidad de degradación de arginina. Esta degradación puede ser completa hasta 
amoníaco y CO2. En este caso no hay acumulación de citrulina y carbamil-fosfato, 
pero la formación de amonio implica un aumento de pH, lo cual facilita el crecimiento 
de otras bacterias no deseadas en vino y tampoco es conveniente organolépticamente 
para vinos no muy ácidos. En otros casos, la degradación de arginina puede ser  
incompleta. Hay especies o cepas que pueden tener inhibida la última reacción 
(carbamato quinasa, CK) por la presencia de otras fuentes de energía o en función de 
las condiciones (pH, etanol, etc.). En estos casos se pueden acumular los 
intermediarios citrulina y/o carbamil-fosfato (Bordons et al., 2004). 
En un estudio del metabolismo de arginina de diferentes cepas disponibles 
comercialmente para inducir la FML en el vino con células en reposo metabólico o no 
proliferantes (resting cells), con el objetivo de evaluar su capacidad para excretar  y 
utilizar la citrulina, se vio que todas las cepas examinadas degradan arginina y citrulina 
en experiencias separadas. Todas las cepas excretaron citrulina a partir de la 
degradación de arginina, siendo el rango de excreción específico de cepa. Esto tiene 
relevancia enológica por dos razones: primero, por la posible formación de CE y, 
segundo, por la posible utilización de la citrulina por BL perjudiciales (como 
Lactobacillus y Pediococcus). En este estudio no se consideró útil calcular un rango de 
conversión de arginina a citrulina, ya que estos rangos se deben calcular a partir de 
experimentos realizados en vino, teniendo en cuenta que pueden depender de la 
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variedad de uva, los tratamientos utilizados, la cepa de levadura utilizada para 
conducir la FA y la reutilización de citrulina por la misma o por otras cepas. 
Lactobacillus y Oenococcus ensayados en esta investigación almacenan citrulina 
intracelularmente durante el crecimiento en un medio rico en arginina y la liberan por 
lisis celular. Se vio además que algunos Oenococcus fueron capaces de reutilizar la 
citrulina previamente excretada. (Mira de Orduña et al., 2000a). 
Hay cepas de O. oeni, incapaces de utilizar arginina, que pueden degradar la 
citrulina hasta ornitina, amoníaco y CO2. Esto puede ser muy importante por dos 
motivos: por un lado estas cepas pueden obtener energía suplementaria para el 
crecimiento del metabolismo de la citrulina (reacción 3) y, por otro lado, la disminución 
del aminoácido podría evitar la posible formación de CE a partir de la citrulina 
naturalmente presente en el vino (Arena et al., 1999).  
También se ha visto que cepas de O. oeni que no degradan arginina ni 
producen citrulina aumentan, aunque ligeramente, la concentración de CE en el medio. 
El CE se pudo formar a partir de algún precursor desconocido producido durante el 
crecimiento de estas cepas en vino (Liu et al., 1994). 
En conclusión, BL con la maquinaria enzimática completa para el catabolismo 
de la arginina pueden ser muy competitivas en crecimiento, ya que pueden conseguir 
energía extra a partir de la degradación de la arginina (reacción 3). De hecho se ha 
comprobado que el catabolismo de la arginina puede favorecer el crecimiento en 
algunas BL (Liu et al., 1994). No obstante, estas bacterias pueden ser indeseables, ya 
que al degradar la arginina pueden también excretar citrulina y, posiblemente, carbamil 
fosfato que, al reaccionar con el etanol, podrían formar CE (Ough et al., 1988a; Liu et 
al., 1994). La etanólisis rápida de la citrulina sólo ocurre a temperaturas elevadas, pero 
esta reacción puede ocurrir más lentamente a las temperaturas normales a las que se 
almacena el vino. No todas las BL tienen el sistema enzimático completo para la 
degradación de la arginina. Las cepas carentes de alguna o todas las enzimas podrían 
ser una buena elección como cultivos iniciadores. Se debería evitar el uso de las 
cepas que poseen solamente la ADI (reacción 1), o la ADI y la OTC (reacción 2),  ya 
que, potencialmente, pueden excretar citrulina y/o carbamil fosfato con la consecuente 
formación de CE (Liu et al., 1994). 
De todo ello se deduce que es importante recabar información sobre la 
capacidad de distintas cepas de BL para degradar la arginina. En el caso de O. oeni, el 
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estudio de sus diversas cepas está relacionado con el objetivo de seleccionar cultivos 
iniciadores que conduzcan la FML con un mínimo riesgo de producción de precursores 
de CE. En el caso de otras especies diferentes a O. oeni es necesario conocer los 
riesgos de la generación de precursores de CE por las diferentes especies y en qué 
condiciones de vinificación puede aumentar la posibilidad de producción de éstos. 
Finalmente, también es necesario conocer cuales son las condiciones de vinificación 
que minimicen la degradación de arginina, la producción de precursores de CE y la 
potencialidad de formación de éste a partir de los precursores (Bordons et al., 2004), 
temas que son objetivos de esta tesis. 
Carbamil-fosfato 
Como ha sido expuesto anteriormente, el carbamil-fosfato puede ser formado 
durante el catabolismo de la arginina por diferentes especies de BL vía ADI. Pero 
también puede ser formado por S. cerevisiae. 
S. cerevisiae tiene una carbamil fosfato sintetasa capaz de convertir ATP, NH3 
procedente de la glutamina y CO2 en  carbamil fosfato durante el ciclo de producción de 
arginina, por lo que en los fermentados hay una cierta cantidad de este compuesto que 
es responsable de la presencia de limitadas cantidades de CE en el vino (0-5 ppb), 
pero no justifica la aparición de altos niveles a veces observados (Trioli y Colagrande, 
1991). 
La reacción del carbamil fosfato con el etanol según el siguiente mecanismo ha 
sido demostrada en el vino (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande, 1991).  
 
NH2-C-O-PO3H2 + C2H5-OH              C2H5-O- C-NH2 + H3PO4
 
                                        ll                                                               ll                                                                                       
                             O                                                                                       O 
                      carbamil-fosfato     etanol            carbamato de etilo    ácido fosfórico 
 
El carbamil fosfato reacciona rápidamente con el etanol incluso a temperatura 
ambiente, pero, como ya señalamos, se encuentra en muy pequeñas cantidades en 
los alimentos fermentados, incluyendo el vino (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande, 
1991).  
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1.2.5 Influencia de las condiciones de vinificación en la formación del 
CE 
Viticultura 
Fertilizaciones nitrogenadas en la viña tienen influencia directa sobre el 
contenido nitrogenado de la uva y del mosto resultante. Fertilizaciones excesivas con 
urea, amonio y otros fertilizantes nitrogenados empleados en el pasado se consideran 
parcialmente responsables de los niveles más altos de CE que se encuentran en vinos 
de países productores tradicionales. En general, la vid tiene un bajo requerimiento 
nitrogenado. Viñas cultivadas en suelos utilizados previamente para otros cultivos 
herbáceos, fuertemente fertilizados, pueden dar como resultado mostos con excesivos 
contenidos nitrogenados y CE en vinos. La concentración de componentes 
nitrogenados, como arginina en mosto y urea en vino, aumenta proporcionalmente con 
el aumento de una fertilización nitrogenada en la viña. Si las concentraciones de 
arginina en mosto exceden los 1000 mg/L, la viña se debe considerar como sobre-
fertilizada (Butzke y Bisson, 1997).  
Estatus nitrogenado del mosto / adiciones 
Para evitar paradas de fermentación, o en caso de paradas de la misma,  está 
permitido agregar fosfato de diamonio a un mosto deficiente en nitrógeno. No 
obstante, niveles excesivos de nitrógeno pueden favorecer la formación y excreción de 
urea por parte de las levaduras. Aunque se requiere cierta concentración de nutrientes 
para realizar la FML, altos niveles al final de la FA pueden contribuir a una 
inestabilidad microbiana en el vino (Butzke y Bisson, 1997). 
La adición de activadores de fermentación, esencialmente sales amoniacales, 
se realiza al mosto para asegurar que las levaduras tienen suficiente nitrógeno para 
sintetizar proteínas y crecer. Esta adición debería efectuarse sólo después de 
asegurarse de que una carencia de compuestos nitrogenados representa un factor 
limitante para el desarrollo de las levaduras y teniendo en cuenta los límites legales 
(200 mg/L de nitrógeno en Estados Unidos). El uso de urea como fuente de nitrógeno 
para las levaduras está prohibido (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997; 
Lallemand Inc., 1998). 
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Cepas de levaduras 
Las cepas de levaduras difieren en su capacidad para catabolizar la urea 
durante la FA. A igualdad de condiciones nutricionales, algunas levaduras producen 
mayores cantidades de urea que otras. Se han descrito algunas cepas comerciales  
que producen niveles relativamente bajos de urea (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y 
Bisson, 1997). 
En el caso de FAs espontáneas con cepas de levaduras desconocidas es 
necesario controlar los niveles de arginina y urea en la fermentación, ya que no se 
conoce la capacidad para metabolizar estos compuestos en estas cepas (Butzke y 
Bisson, 1997). 
Bacterias lácticas  
Como se ha expuesto antes, algunas cepas de BLs son capaces de formar 
pequeñas cantidades de citrulina a partir de arginina y excretar este precursor en el 
vino, y hay cepas que, aunque no son capaces de degradar la arginina, pueden 
producir pequeñas cantidades de CE, sugiriendo que pueden estar involucrados otros 
precursores nitrogenados que no derivan de la arginina. Por ello la necesidad de 
seleccionar cultivos iniciadores para conducir la FML que no generen una gran 
cantidad de precursores. Por la misma razón debería evitarse la FML espontánea 
(Butzke y Bisson, 1997). 
Como recomendación, si los productores de vino desean la FML deberían usar 
una cepa comercial que no produzca altos niveles de citrulina o controlar el contenido 
de citrulina del mosto en la post-fermentación (Butzke y Bisson, 1997). 
Aplicación de ureasa  
Ya que la urea es el principal precursor del CE en el vino, la hidrólisis 
enzimática de la urea a amonio y CO2 parece un medio adecuado para eliminarla del 
vino. Esta enzima se obtuvo de Lactobacillus fermentum y se conoce como “ureasa 
ácida”. No obstante, su actividad es limitada bajo condiciones normales del vino, 
principalmente el bajo pH y el etanol. Es inhibida por altas concentraciones de ácido 
málico y residuos de fluoruro (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997). 
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Envejecimiento sobre lías 
Es una práctica común envejecer el vino sobre las lías de levadura para influir 
en las propiedades organolépticas del vino. Esto libera aminoácidos y proteínas al 
mismo debido a la autolisis de las células muertas (Butzke y Bisson, 1997). 
No obstante, se ha evidenciado que después de aumentar el tiempo de 
contacto con las lías no aumenta la concentración de CE y no se liberan precursores 
en el vino a partir de las levaduras por lo que esta práctica parece segura. Hay que 
tener en cuenta que estos estudios se realizaron con uvas que poseen un bajo 
contenido de aminoácidos, por lo que estos resultados podrían no ser aplicables a 
uvas con altas concentraciones de nitrógeno asimilable (Tegmo-Larsson y Henick-
Kling, 1990b). 
Destilación / Fortificación 
Como la urea no es volátil y el CE es escasamente volátil, se puede encontrar 
CE en destilados de vino. Puede formarse post-destilación por reacción de etanol y un 
precursor volátil, el isocianato, a temperatura ambiente o temperaturas más elevadas. 
Los productores de destilados de frutas deben tener cuidado de otro precursor del CE 
en forma de cianuro. Las frutas con hueso, especialmente cerezas, albaricoques o 
ciruelas, contienen cianuros unidos a azúcares en sus semillas que pueden ser 
liberados durante la fermentación. Para evitar altas concentraciones de precursores 
volátiles de CE es necesario eliminar los huesos antes de la fermentación y una 
destilación secundaria (Butzke y Bisson, 1997). 
Teniendo en cuenta que la fortificación puede agravar el problema de la 
excreción de urea por las levaduras, se recomienda fortificar en el momento oportuno 
durante la fermentación, cuando los niveles de urea sean mínimos (Butzke y Bisson, 
1997). 
Transporte y almacenamiento 
La reacción química entre urea o citrulina y etanol aumenta exponencialmente 
con la temperatura. Un vino con elevados niveles de estos precursores no debe ser 
expuesto a elevadas temperaturas durante el almacenamiento o el transporte (Butzke 
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y Bisson, 1997). Estas reacciones pueden ocurrir, aunque más lentamente, a 
temperaturas normales de almacenamiento (Liu et al., 1994). 
Recomendaciones generales para disminuir la formación de CE en el vino 
(Butzke y Bisson, 1997; Butzke 1998) 
• Evitar abonados nitrogenados excesivos del viñedo.  
• Controlar el estatus nitrogenado del suelo.  
• Controlar el estatus nitrogenado del mosto y del vino.  
• Tener en cuenta que el nitrógeno varía mucho con el cultivo.  
• No agregar suplementos nitrogenados en exceso.  
• No agregar suplementos nitrogenados habitualmente.  
• No agregar urea como suplemento nitrogenado.  
• Evitar en el mosto concentraciones de arginina mayores a 1000 mg/L.  
• Cuando se escojan las cepas de levadura, evitar las que presenten una alta 
capacidad de excreción de urea, sobre todo si el mosto tiene un alto 
contenido de arginina.  
• Usar BL con características conocidas.  
• Recordar que el uso de ureasa no elimina completamente la formación de 
CE.  
• Evitar la exposición del vino a temperaturas elevadas en el almacenamiento y 
el transporte. 
• Ser consciente de que la fortificación del mosto puede agravar el problema 
de la excreción de urea por las levaduras. 
• Controlar los niveles de CE de bebidas espirituosas.  
1.2.6 Reglamentación 
En Enero de 1988, la FDA limitó el máximo para CE en vinos de mesa en 15 
ppb (vinos que contengan 14% vol de etanol o menos) y en 60 ppb para vinos de 
postre, que contienen más de 14% de etanol (Segal, 1988). 
La “Health Protection Branch”, organismo federal canadiense, estableció los 
límites para regular la cantidad de CE en bebidas alcohólicas en 30 ppb para los vinos 
de mesa, 100 ppb para vinos fortificados, licores y vermouths, 150 ppb en los 
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destilados (excluido el whisky) y 400 ppb para los aguardientes, oportos y licores de 
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El principal objetivo de la presente tesis era comprender más extensamente los 
distintos factores que influyen en la formación del carbamato de etilo (CE) durante la 
fermentación maloláctica (FML) con el fin último y primordial de encontrar pautas que 
nos permitan prevenir la formación de CE y de sus precursores. Para ello se 
plantearon los siguientes objetivos específicos:  
1. Poner a punto los métodos analíticos para la medición de los precursores del 
CE y la determinación de CE, así como poner a punto una técnica microscópica rápida 
para el seguimiento de la FML.   
2. Determinar la influencia sobre la producción de CE y sus precursores de 
distintas condiciones de vinificación (tiempo de maceración con los hollejos durante la 
FA,  FML inducida o espontánea, FML sobre lías, conservación). 
3. Determinar el efecto de diferentes condiciones (pH, concentración de etanol, 
temperatura y concentración de ácido L-málico) sobre la producción de CE y de sus 
precursores en vino simulado durante la FML por parte de diferentes especies y cepas 
de BL. 
4. Buscar algún parámetro enológico habitual que sirva como previsor de los 
niveles finales de CE en vinos, mediante el estudio de correlaciones estadísticas entre 
los parámetros enológicos y  el CE, o el CE potencial (CEP). 
5. Determinar la posible influencia sobre el metabolismo de la arginina de la 
infección de la uva por Botrytis cinerea, dada la disminución en los niveles de 
nitrógeno asimilable y, más concretamente, de arginina en uvas afectadas por B. 
cinerea.  
6. Evaluar la influencia del momento de inoculación de las BL sobre el 
desarrollo y evolución de la FML y sobre la formación de CE y sus precursores.  
7. Estudiar el comportamiento como cultivo iniciador de una cepa de L. 
plantarum para conducir la FML, en relación con una menor formación de CE y de sus 
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3.1 CEPAS UTILIZADAS 
Las cepas y especies utilizadas en la presente tesis se exponen a continuación: 
• Oenococccus oeni A (cepa aislada en la presente tesis durante las 
experiencias realizadas en la vendimia de 2002), 
• Oenococccus oeni CECT 217T (ATCC 23279T), 
• Lactobacillus plantarum CECT 5671 (Masqué, 1992 – referencia: C11), 
• Lactobacillus brevis CECT 4121T,  
• Leuconostoc mesenteroides CECT 219T, 
• Oenococccus oeni MBR® Lalvin ELIOS 1 (Lallemand), 
• Oenococccus oeni MBR® Lalvin 31 (Lallemand). 
3.2 CULTIVO Y CONSERVACIÓN DE CEPAS 
3.2.1 Medios de cultivo 
Se han empleado distintos medios de cultivo líquidos y sólidos para recuento, 
aislamiento, cultivo y conservación de cepas. Todos ellos se han esterilizado antes de 
ser utilizados. La esterilización se ha realizado en autoclave a 120 ºC durante 20 
minutos. 
• Medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) : Medio desarrollado por De Man, 
Rogosa y Sharpe (1960) para el enriquecimiento, cultivo y aislamiento de 
lactobacilos en general. Es el medio base para elaborar los demás medios de 
cultivo que se han utilizado en la presente tesis. La fórmula del medio provisto 
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Proteosa peptona                                     10,00 g/L 
Extracto de carne                                         8,00 g/L 
Extracto de levadura                                   4,00 g/L 
Dextrosa 20,00 g/L 
Acetato de sodio                                         5,00 g/L 
Citrato de triamonio                                      2,00 g/L 
Sulfato de magnesio                                   0,10 g/L 
Sulfato de manganeso                               0,05 g/L 
Fosfato ácido de potasio   2,00 g/L 
Polisorbato 80                             1,00 g/L 
                                   pH final: 6,2 (±0,2) 
Como este medio presenta un grado muy bajo de selectividad, en él pueden 
crecer Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus y otras especies de bacterias.  
• Medio MRS modificado (MRSm) : medio utilizado para el crecimiento y 
mantenimiento de las bacterias. Su composición es la siguiente:  
MRS 52 g/L 
Fructosa 10 g/L 
Ácido DL-málico  4 g/L 
pH: 4,5   
 
• Medio MRSmT: medio con la misma composición que el MRSm que, además, 
contiene un 3% de  zumo de tomate. Este medio también es utilizado para el 
crecimiento y mantenimiento de las bacterias. 
• Medio MRSmTC: medio de igual composición que el MRSmT pero que, 
además, contiene 50 mg/L de cicloheximida. Este medio se ha utilizado para 
realizar aislamientos a partir de vino. 
• Medio MRSmTN: medio de igual composición que el MRSmT pero que, 
además, contiene 50 mg/L de nistatina. Este medio se ha utilizado para realizar 
aislamientos a partir de vino. 
Los medios MRSmT, MRSmTC y MRSmTN también se han utilizado como 
medios sólidos. Su composición es la ya expuesta pero, además, contienen 22,5 g/L 
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de agar-agar y el pH se ajusta a 4,8-5,0 con NaOH 10 N para que el medio quede lo 
suficientemente sólido para poder sembrar en su superficie. 
• Vino Simulado : Se prepara a partir del medio base (Masqué, 1992) cuya 
composición básica es la siguiente: 
Mosto concentrado (65,2 ºBrix)                   5 mL/L 
Extracto de levadura                                     5 g/L
 
Este medio contiene mosto concentrado que provee las vitaminas, minerales y 
otros metabolitos como glicerol, ácidos orgánicos y azúcares necesarios para el 
crecimiento y metabolismo de las BL. El medio base fue modificado con ácido L-
málico, etanol o NaOH 10 N para obtener las distintas variables a ser estudiadas y se 
le añadieron 200 mg/L de arginina en todos los casos. Se agregó ácido DL-málico 
antes de esterilizar para corregir la concentración de ácido L-málico y obtener la 
deseada en cada ensayo (3 g/L ó 6 g/L de ácido L-málico). El NaOH también se 
agregó antes de esterilizar para alcanzar el pH establecido (3,3; 3,6 y 3,9). Luego de 
esterilizar el medio en autoclave a 120 ºC durante 20 minutos se agregó el etanol, 
previamente esterilizado por filtración, hasta una concentración final de 10% ó 15% 
(v/v). 
3.2.2 Soluciones utilizadas 
• Zumo de Tomate : se agrega a los medios de cultivo para favorecer el 
crecimiento de las bacterias lácticas (BL). En 1969 Amachi y Yoshizumi 
descubrieron un nuevo factor de crecimiento para las BL en el zumo de tomate. 
Este factor de crecimiento se conoce como Factor del Zumo de Tomate (TJF, 
por sus iniciales en inglés). En 1971 Amachi et al. identificaron este compuesto 
como un derivado glicosilado del ácido pantoténico: el ácido 4’-O-(β-D-
glucopiranosil)-D(R)-pantoténico. Este factor se agrega al medio de cultivo ya 
que las BL son incapaces de sintetizar vitaminas del grupo B y son esenciales 
para la mayoría de ellas (García et al.1992, Ribéreau-Gayon et al. 2000). 
Para su preparación se toma 1 litro de zumo de tomate comercial que no 
contenga conservantes y se centrifuga para eliminar la materia sólida, el sobrenadante 
se diluye con agua destilada hasta 1 litro y se esteriliza a 120 ºC por 20 minutos. 
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También se pueden utilizar tomates naturales pelados y triturados. Se puede 
conservar a 4 ºC. 
• Solución de cicloheximida : la cicloheximida es un inhibidor de la 
peptidiltransferasa eucariota (inhibe la síntesis proteica). Se agrega a los 
medios de cultivo para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras. 
Se prepara una solución madre concentrada de 8 g/L  con agua destilada y se 
esteriliza por filtración. Se congela en pequeñas dosis para añadir al medio de cultivo 
una vez esterilizado a razón de 50 mg/L. 
• Solución de nistatina : la nistatina es un fármaco del grupo de los macrólidos 
poliénicos. Altera la permeabilidad de la membrana del hongo al formar canales 
en la misma, impidiendo su crecimiento. Presenta un amplio espectro 
antifúngico. Se agrega a los medios de cultivo para inhibir el crecimiento de 
hongos y levaduras. 
Se agrega al medio ya estéril a razón de 50 mg/L, ya que pierde actividad a la 
temperatura de esterilización. No es muy soluble en agua, por lo que se hace una 
suspensión que se hierve durante 10 minutos para conseguir su máxima actividad 
(Masqué, 1992). 
3.2.3 Conservación de las cepas 
Para períodos de hasta dos meses, las cepas se conservaron en placas de 
medio MRSmT a 4ºC. Para conservar las cepas a largo término se han utilizado Cryo-
Billes (AES Laboratoire, Combourg, Francia) que se conservaron a -20ºC. 
3.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 
3.3.1 Análisis de parámetros enológicos 
• Masa volúmica a 20ºC y densidad relativa a 20ºC : La determinación se 
realiza por areometría directa del vino utilizando areómetros graduados en 
unidades de masa volúmica a 20 °C (densímetro). La masa volúmica aparente 
se ha de corregir por un factor de corrección en función de la temperatura. La 
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densidad relativa a 20 °C  se obtiene multiplicando la masa volúmica por el 
factor 1,0018 (OIV, 2009).  
• Grado alcohólico probable en mosto : se ha determinado por refractometría. 
El grado alcohólico probable se calcula a partir del resultado de la lectura del 
°Brix y conversión a % v/v mediante tablas (OIV, 20 09). 
• Grado alcohólico volumétrico adquirido : se ha determinado por el método 
de destilación y areometría. Para ello se destila el vino alcalinizado y se 
determina el grado alcohólico en el destilado por areometría con un 
alcoholímetro (OIV, 2009). 
• Acidez total : se ha determinado por valoración potenciométrica (OIV, 2009) 
con un titrador automático Crison Compact Titrator. 
• Acidez volátil : la acidez volátil (AV) es el conjunto de ácidos grasos de la serie 
acética que se hallan en el vino libres o combinados formando sales. El más 
importante es el ácido acético. Por esta razón en la presente tesis la AV se ha 
evaluado mediante la determinación enzimàtica del ácido acético.  
• pH: se ha determinado por método potenciométrico con pH-metro (OIV, 2009). 
Se han utilizado dos equipos en la presente tesis, un pH-metro de laboratorio 
GLP 22 y un titrador automático Crison Compact Titrator, ambos de la marca 
Crison que se han calibrado con buffers de pH 7,0 y 4,0.  
• Dióxido de azufre : el dióxido de azufre (SO2), tanto libre como total, se ha 
determinado por iodometría (OIV, 2009) y valoración potenciométrica con un 
titrador automático Crison Compact Titrator.  
• Ácidos orgánicos : Para la determinación de ácido acético , ácido L-málico 
(OIV, 2009), ácido L-láctico (OIV, 2009), ácido cítrico (OIV, 2009) y ácido 
glucónico se han empleado métodos enzimáticos que se basan en la 
determinación espectrofotométrica de la formación o desaparición de NADH o 
NADHP a partir de reacciones en las que el sustrato es el compuesto que se 
quiere cuantificar. Los análisis se han realizado con un autoanalizador 
automático, LISA 200 , multiparamétrico, selectivo, para análisis químicos de 
tipo enzimático y colorimétrico para vinos y mostos. Se emplearon kits 
enzimáticos de Boehringer-Mannheim (Roche) (Darmstadt, Germany) para las 
determinaciones de los ácidos L-láctico, cítrico y glucónico, de TDI (Gavà, 
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España) para la determinación del ácido L-málico y de Chema Italia (provisto 
por TDI, Gavà, España) para la determinación del ácido acético.  
• Glucosa y fructosa : la medición de los azúcares se ha realizado por 
determinación enzimática de glucosa y fructosa  conjuntamente (OIV, 2009) 
con kit enzimático de TDI (Gavà, España) en analizador automático LISA 200. 
• Otros compuestos orgánicos : El ácido tartárico se ha determinado por 
colorimetría en autoanalizador (LISA 200). El Glicerol  se ha determinado por 
método enzimático (OIV, 2009) con kit enzimático de Boehringer-Mannheim 
(Roche) (Darmstadt, Germany) en autoanalizador automático LISA 200. 
• Índice de polifenoles totales : Se ha valorado por determinación de la 
absorbancia de las muestras a 280nm (A280) en un espectrofotómetro Perkin 
Elmer Lambda 25. 
3.3.2 Análisis de CE 
El CE se determinó por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 
masas (CG/EM) en un cromatógrafo de gases HP5890 SERIES II con detector 
selectivo de masas HP 5971 SERIES e inyector automático HP 7673. La columna 
cromatográfica utilizada fue una TRB-WAX, capilar de 60 metros de largo, 0,25 mm de 
diámetro interno y 0,25 µm de espesor del film. 
El procedimiento para su determinación se viene utilizando en la Estació 
Enológica de Vilafranca del Penedés (INCAVI) desde hace varios años con excelentes 
resultados de fiabilidad y reproducibilidad, y es una adaptación del método aprobado 
por la Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV, 2009) y publicado en el 
Diario Oficial de las Comunidades Europeas (Diario Oficial de las Comunidades 
Europeas, 1999). Comprende primeramente una extracción en fase sólida de 10 mL 
de muestra en columnas Extrelut® NT 20 (Merck), rellenas con 8 g de material de 
relleno Extrelut® NT (Merck), una tierra silícea natural de poro ancho con elevado 
volumen de poro, químicamente inerte, que actúa como fase estacionaria, y 3 g de 
NaCl, para favorecer la absorción de agua. Se deja actuar durante 10 minutos para 
favorecer la absorción y se procede a eluir los analitos lipófilos con disolventes 
orgánicos. La fase acuosa permanece sobre el soporte. Con esta operación se elimina 
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la matriz hidroalcohólica y otras sustancias interferentes, como polifenoles y azúcares 
residuales. 
Transcurrido el tiempo de extracción se procede a eluir la muestra con 3 
fracciones de 30 mL cada una de diclorometano cada 30 minutos, recogiéndose el CE 
y otros compuestos de polaridad semejante, solubles en diclorometano, en matraces 
en forma de corazón graduados. 
El eluato obtenido se concentra hasta 1 mL bajo corriente de N2 y se transfiere 
a un vial para determinación por GC/EM. 
Condiciones cromatográficas: 
 
Temperatura del inyector: 250º C 
Gas portador: helio a 1mL/minuto. 
Modo de inyección: split-splitless. 
Programa de temperaturas en columna: 
60º C durante 1 minuto 
Rampa de 5º C/minuto hasta 200º C 
200º C durante 15 minutos 
 
El tiempo de retención del CE en estas condiciones es de 19,8 ± 1,3 min. 
Condiciones de detección y cuantificación: 
Modo de adquisición SIM de los iones de m/z 62, 74 y 89. La cuantificación se 
realizó en base al ión de m/z 62 partiendo de curvas de calibración realizadas con 
soluciones hidroalcohólicas de CE cubriendo concentraciones de 1 µg/L a 300 µg/L. 
Con cada lote de muestras se realizaron curvas de calibración obteniendo 
coeficientes de correlación mayores a 0,99 y recuperaciones entre 87 y 120 %. 
3.3.3 Análisis del CE potencial 
El CE potencial (CEP) es la cantidad de CE formada cuando el vino se calienta 
a 80 ºC por 48 horas (Azevedo et al., 2002; Arena y Manca de Nadra, 2005). El 
tratamiento con calor es un procedimiento estándar en el análisis de bebidas 
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alcohólicas para convertir rápidamente precursores que etanolizan lentamente a CE 
(Ough et al. 1988a, Tegmo-Larsson y Henick-Kling 1990b, Liu et al. 1994). Se ha 
demostrado que esta etanólisis ocurre también durante el almacenamiento prolongado 
del vino a temperaturas bajas y normales de almacenamiento (Tegmo-Larsson y 
Spittler 1990, Stevens y Ough 1993). Para obtenerlo, las muestras se calentaron en 
estufa a 80º C ± 1º C durante 48 horas (Azevedo et al. 2002, Arena y Manca de Nadra 
2005). 
3.3.4 Análisis de arginina y de precursores de CE 
Para estudiar el metabolismo de la arginina y determinar la influencia de 
distintas condiciones sobre la formación de CE se han puesto a punto las técnicas 
para la determinación de algunos de sus precursores más importantes: 
a) Arginina:  
Se ha determinado siguiendo la reacción de Sakaguchi modificada por Gilboe 
(Gilboe y Williams, 1956).  
Para disminuir la interferencia de los polifenoles presentes en los vinos se 
probaron distintas diluciones de vinos blancos, rosados y tintos y se verificó la 
trazabilidad del método con ensayos de recuperación. 
b) Urea:  
Se ha determinado enzimáticamente a 340 nm. Método adaptado a  
autoanalizador (LISA 200). Para ello se confeccionó una recta de calibración con urea 
en medio hidroalcohólico con el fin de adaptar un kit enzimático indicado para uso 
clínico (QCA, Amposta, España).  
c) Citrulina:  
Se ha cuantificado por el método colorimétrico de Archibald (Archibald 1944, 
Spano et al. 2004).  
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En este caso, además de realizar diluciones adecuadas de los mostos y vinos, 
fue necesario realizar blancos de muestra en mostos y vinos tintos para disminuir la 
interferencia de los polifenoles y azúcares presentes. También se verificó la 
trazabilidad del método con ensayos de recuperación. 
d) Contenido de nitrógeno:  
Para analizar el contenido de nitrógeno total de mosto y vino se determinan 
separadamente nitrógeno asimilable por OPA (NOPA) y NH4+ (Butzke 1998): 
NOPA:  
El nitrógeno asimilable se ha determinado por el procedimiento 
espectrofotométrico de OPA/N-acetil-L-cisteína (Dukes y Butzke, 1998). En este 
ensayo los α-aminoácidos reaccionan colorimétricamente con el reactivo OPA/N-acetil-
L-cisteína, con formación de un compuesto iso-indol estable a temperatura ambiente 
que se determina espectrofotométricamente a 340 nm. Método adaptado a 
autoanalizador (LISA 200). 
En este método se realiza paralelamente para vinos tintos un blanco de 
muestra en ausencia del reactivo de color cuya absorbancia se resta luego a la 
absorbancia de la muestra para disminuir la interferencia del color del vino. 
NH4+:  
Se ha cuantificado enzimáticamente a 340 nm empleando un kit enzimático de 
Boehringer-Mannheim (Roche) (Darmstadt, Germany). Adaptado a autoanalizador 
(LISA 200). 
Para disminuir la interferencia de los polifenoles en la determinación enzimática 
de NH4+, se realizaron dos rectas de calibración, una para mostos y vinos blancos, y 
otra para vinos tintos con PVP (polivinil pirrolidona), clarificante que disminuye el color 
de los polifenoles. 
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3.3.5 Control de la población bacteriana 
a) Recuento de viables/recuento en placa 
Se basa en sembrar en superficie con un asa de Digralsky un volumen 
conocido de suspensión bacteriana en placas con un medio rico con agar que se 
incuba hasta crecimiento de las colonias. El resultado se expresa en UFC/mL 
(unidades formadoras de colonias por mililitro). En general, es necesario realizar 
previamente un banco de diluciones decimales seriadas con solución Ringer estéril 
para obtener entre 30 y 300 colonias por placa. Para realizar los recuentos de BL 
viables en la presente tesis se han utilizado los medios MRSmT, en el caso de partir 
de un cultivo puro del microorganismo, o medios con antibiótico, MRSmTC y 
MRSmTN, en caso de realizar recuentos a partir de mosto o vino. Las placas se 
incubaron 10-12 días en incubador de CO2 (5%) a 30 ºC y se contaron las colonias 
desarrolladas. 
b) Medida de la turbidez  
Para organismos unicelulares las unidades de absorbancia son proporcionales 
a la masa celular y al número de células. Por tanto, la medida de la turbidez se puede 
utilizar como un sustituto rápido y simple de otros métodos de recuento. Se basa en 
realizar lecturas espectrofotométricas periódicas a una λ determinada del medio 
líquido en el que se está desarrollando la bacteria. En la presente tesis se han hecho 
determinaciones de la densidad óptica a 600nm (DO 600nm) en cubetas de 1 cm de 
paso de luz  en un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 25 (Liu et al. 1994, Liu et 
al. 1996, Tonon y Lonvaud Funel 2000, Tonon y Lonvaud Funel 2002). 
c) Recuento de microorganismos por epifluorescencia 
El método consiste en filtrar un determinado volumen de vino sobre una 
membrana con el objeto de retener los microorganismos presentes. La membrana 
filtrante debe presentar una porosidad adecuada para recoger la totalidad de las 
células presentes en el vino, y su naturaleza debe ser tal que no se coloree con el 
colorante fluorescente utilizado (Berta y Spertino, 1998).  
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Los fluorocromos utilizados en el sector enológico son de dos tipos. Los de 
“primera generación” (naranja de acridina, eucrisina) colorean todas las células, sean 
vitales o no, con diferente coloración dependiendo de la vitalidad. La molécula de 
colorante se liga al ADN o al ARN de la célula. En el caso del naranja de acridina, el 
colorante induce una fluorescencia verde cuando se liga a la doble hélice del ADN 
mientras que la fluorescencia es roja-naranja cuando se liga al ARN o al 
monofilamento del ADN. Numerosas investigaciones han demostrado su carácter 
mutágeno y carcinógeno. El de “segunda generación” es un compuesto orgánico que 
por sí no es fluorescente, pero desarrolla la fluorescencia interaccionando con la 
actividad enzimática intracelular del microorganismo (esterasa citoplasmática). Luego 
de la interacción se forma una molécula que cuando es excitada por la luz ultravioleta 
(λ = 490 nm) emite fluorescencia verde. La calidad e intensidad de la fluorescencia 
depende de la actividad metabólica celular del microorganismo y de la integridad de la 
membrana celular y da una medida directa de la vitalidad del microorganismo. Sólo 
evidencia células viables con la ventaja de que no es peligroso para la salud. (Berta y 







Figura 3.1.  Microfotografías de a) Lactobacillus plantarum y b) Oenococcus oeni, obtenidas 
con la técnica de microscopía de epifluorescencia (Berta et al., 1998). 
 
Desde hace unos años se encuentra disponible un ensayo que permite 
determinar la viabilidad de distintos géneros bacterianos. 
LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits utiliza mezclas de los colorantes 
de ácidos nucleicos SYTO® 9, que tiñe los ácidos nucleicos de fluorescencia verde, y 
ioduro de propidio, que da a los ácidos nucleicos fluorescencia roja. Ambos colorantes 
difieren en sus características espectrales (figura 3.2) y en su capacidad para penetrar 
en las células bacterianas (Molecular Probes Inc, 2004).       
a) b) 
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Figura 3.2.  a) Espectro SYTO 9/DNA b) Espectro Ioduro de propidio/DNA (www.probes.com) 
 
Cuando se usa solo, el SYTO® 9 colorea todas las bacterias de una población 
(las que tienen las membranas intactas y las que las tienen dañadas). El ioduro de 
propidio sólo penetra en las bacterias que tienen las membranas dañadas 
disminuyendo la fluorescencia del SYTO® 9. Con una mezcla apropiada de ambos 
colorantes, las bacterias con las membranas celulares intactas (vivas o viables) 
presentan fluorescencia verde, mientras que las bacterias con las membranas 
dañadas (muertas o no viables) exhiben fluorescencia roja. El fondo permanece no 
fluorescente (Molecular Probes Inc, 2004). 






Figura 3.3.  Micrococcus luteus y Bacillus cereus teñidos con LIVE/DEAD BacLight Bacterial 
Viability Kit. (Fotografía tomada de www.probes.com) 
 
Para el recuento de los microorganismos por la técnica de la epifluorescencia 
se experimentó con dos tipos de colorantes: un colorante de primera generación 
(naranja de acridina) y con el kit LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits. A 
continuación se comentan los procedimientos que se han seguido para ambos. 
b) a) 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
Materiales y Métodos 
 63 
Epifluorescencia con colorantes de primera generación: naranja de acridina. 
Procedimiento: 
1. Se concentran los microorganismos del vino sobre una membrana por 
filtración bajo vacío de un cierto volumen de vino (25-250 mL) 
2.  Sin parar la aspiración, la membrana se lava con tampón fosfatado de pH = 
7,4 (20 mL aproximadamente) 
3.  Relajado el vacío se pone la membrana en contacto con una solución del 
colorante (10 mL) durante 5 minutos. 
4.  Se aspira el colorante y se lava nuevamente la membrana con el  tampón 
fosfatado (20 mL aproximadamente) 
5. Se lava con isopropanol (20 mL aproximadamente) y se mantiene la 
aspiración un momento para permitir que la membrana se seque totalmente. 
6. Se coloca una gota de aceite de montaje sobre un portaobjetos, se transfiere 
la membrana sobre la cual se coloca una segunda gota de aceite de montaje y, sobre 
ésta, el cubreobjetos. 
7. Se observa la preparación al microscopio de epifluorescencia, enfocando 
con el objetivo de 40X para levaduras o 100X para bacterias. 
Epifluorescencia con LIVE/DEAD ® BacLight TM Bacterial Viability Kits.          
Procedimiento: 
1. Concentrar los microorganismos por centrifugación en eppendorf de 1 mL de 
vino durante 5 minutos a 10000 xg. 
2. Desechar el sobrenadante y agregar 1 mL de agua destilada previamente 
esterilizada por filtración, para lavar y eliminar cualquier sustancia que interfiera en la 
coloración o el recuento. 
3. Centrifugar 5 minutos a 10000 xg. 
4. Desechar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de agua destilada 
esterilizada por filtración. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
 64 
5. Combinar volúmenes iguales de los componentes A y B del kit (colorantes), 
mezclar y agregar 3 µl de esta mezcla a 1 mL de la suspensión bacteriana. 
6. Mezclar e incubar 15 minutos a oscuras y a temperatura ambiente. 
7. Filtrar un volumen adecuado de la mezcla (diluida con un poco de agua) 
sobre una membrana de policarbonato de 25 mm de diámetro y 0,45 – 0,60 µm. 
8. Poner una gota de aceite de montaje en un portaobjetos (provisto en el kit). 
Colocar la membrana, sobre ésta otra gota de aceite de montaje y un cubreobjetos.  
9. Contar los microorganismos en el microscopio de epifluorescencia. 
d) Control de imposición  
Para comprobar la imposición de las cepas inoculadas en los vinos del estudio 
de la influencia del momento de inoculación de las BL en el vino sobre la formación de 
CE (apartado 4.4) en la presente tesis se tomaron muestras de los vinos cuando 
habían transcurrido dos terceras partes de la FML y se empleó para su tipificación la 
técnica RAPD-PCR (Random Amplified Polymorfic DNA) utilizando como único 
cebador el M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) (Stendid et al., 1994), como se 
describe en Masqué et al. (2010). 
3.4 PROCESAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
Para realizar el análisis estadístico de los datos se empleó el programa SPSS 
15.0 (SPSS Inc. 1989 – 2006), que permitió realizar el procedimiento de correlaciones 
bivariadas, los análisis de regresión, la comparación de medias, pruebas T, análisis de 
varianza (ANOVA) de un factor y el Análisis de Conglomerados Jerárquico. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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4.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACIÓN 
SOBRE LA FORMACIÓN DE CE 
Los resultados de este estudio han dado lugar a un artículo (Bordons, A., Gil, 
J., Araque, I., Reguant, C., Carreté, R., Romero, S. y Masqué M. C. (2004) Estudios 
para la minimización de producción de carbamato de etilo por las bacterias lácticas. 
Tecnología del Vino, 4, 18, pp. 94-100) y un capítulo de libro (Romero, S. V., Masqué, 
M. C., Bordons A. (2003) Estudio de la producción de carbamato de etilo en vinos 
tintos. Gobierno de La Rioja (ed.) VII Jornadas Científicas de los Grupos de 
Investigación Enológica GIENOL (pp. 77-79) Logroño: Gobierno de La Rioja) que se 
presentan en los anexos A y B respectivamente.  
4.1.1 Antecedentes 
Durante la vendimia de 2002 se realizó un ensayo de vinificación para 
establecer la influencia de distintas condiciones de vinificación, ampliamente 
extendidas en enología, sobre la formación de CE, como la maceración, la crianza 
sobre lías, el origen de las bacterias que realizan la fermentación maloláctica y el 
tiempo de conservación o envejecimiento en botella.  
La maceración del mosto o vino tinto, fundamentalmente, con sus hollejos y 
semillas, es la responsable de sus características específicas que lo diferencian a la 
vista, al olfato y al gusto de los vinos blancos. Se extraen, primordialmente, 
compuestos fenólicos (antocianos y taninos) que participan en el color y la estructura 
del vino (Ribéreau-Gayon et al., 2000). El tiempo en que este fenómeno ocurra 
dependerá del tipo de vino tinto que se quiere obtener. Además de compuestos 
fenólicos, durante la maceración también se liberan en el mosto o vino aromas y 
precursores aromáticos, polisacáridos (en particular, pectinas), minerales y 
compuestos nitrogenados (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Dentro de éstos últimos 
podrían encontrarse precursores del CE. Además, las BL aportadas por la uva se 
desarrollan sobre todo en el orujo; su multiplicación tiene más oportunidades de ser 
importante en la medida en que el encubado sea prolongado (Ribéreau-Gayon et al., 
1992). De acuerdo con Ribéreau-Gayon et al. (1992) un encubado corto separa las 
bacterias muy pronto y retarda el inicio de la FML espontánea.  
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En los últimos años se está recuperando la crianza del vino tinto con lías, con o 
sin fermentación maloláctica, que presenta diversos efectos ventajosos para el vino. 
Por una parte, las lías consumen oxígeno, protegiendo al vino de la oxidación tanto a 
nivel de color como a nivel de aromas. Otro efecto positivo es el hecho constatado de 
que las levaduras sufren durante su contacto con el vino un proceso de autolisis en el 
que liberan manoproteínas y polisacáridos, que pueden ejercer diversos efectos muy 
positivos sobre la calidad del vino. Pueden actuar como coloides protectores frente a 
posibles precipitaciones. Además, estos coloides incrementan la sensación de 
untuosidad o de grasa y pueden interactuar con los compuestos fenólicos, mejorando 
la estabilidad del color y disminuyendo la astringencia. También se ha comprobado 
recientemente que la presencia de lías en la barrica durante la crianza del vino tinto 
favorece la síntesis del furfuriltiol, que presenta un agradable aroma de café tostado 
(Zamora, 2003). Finalmente, otro aspecto interesante que se atribuye a la crianza del 
vino tinto sobre lías es el hecho de que su presencia disminuye el impacto del sabor y 
del aroma de madera de las barricas, impidiendo que predomine la crianza sobre el 
vino (Zamora, 2003). De todo lo expuesto se deduce que la crianza del vino tinto sobre 
lías puede ser una herramienta muy interesante para la elaboración de vinos de gran 
calidad. Sin embargo, esta metódica también presenta ciertos inconvenientes, como 
una posible reducción o un mayor riesgo de desviaciones microbiológicas (Zamora, 
2003) y se liberan aminoácidos y proteínas en el vino (Butzke y Bisson, 1997), 
posibles precursores del CE. 
En la Introducción, en el apartado 1.1 sobre las BL del vino y la FML, se trata 
ampliamente la FML y la influencia de las BL en la formación del CE en el apartado 
1.2. 
Con el envejecimiento del vino en botella se busca suavizar y, sobre todo, 
desarrollar los bouquets de los vinos finos (Ribéreau-Gayon et al., 1992). Con esta 
experiencia queríamos comprobar la evolución del CE en el tiempo de conservación 
del vino en botella a temperatura ambiente. 
4.1.2 Condiciones de vinificación estudiadas 
 Las condiciones de vinificación examinadas en la experiencia que planteamos 
fueron:  
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• tiempo de maceración con los hollejos durante la FA 
• FML inducida o espontánea 
• FML sobre lías 
• conservación en botella 
4.1.3 Características de las vinificaciones 
Para realizar este estudio, se utilizó uva tinta de la variedad Tempranillo 
procedente de la viña de la Facultad de Enología de la Universitat Rovira i Virgili, 
ubicada en Constantí (Mas dels Frares). Las vinificaciones se realizaron en la bodega 
experimental de la Estació Enològica de Reus (INCAVI). En la tabla 4.1 se presentan 
las características analíticas del mosto utilizado. 
 
Tabla 4.1. Caracterización enológica del mosto Tempranillo utilizado para estudiar la influencia 
de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
PARÁMETRO  
ºBrix 20,8 
Grado alcohólico probable (% vol)  11,95 
pH 3,42 
Acidez total (g/L) 6,9 
Ácido tartárico (g/L) 4,93 
Ácido málico (g/L) 2,59 
Ácido cítrico (mg/L) 292 
Ácido glucónico (mg/L) 1892 
Glicerol (g/L) 0,75 
Nitrógeno total (mg/L) 173 
 
La uva, en buen estado sanitario, despalillada, estrujada y sulfitada se inoculó 
con una levadura comercial. Aproximadamente a mitad de la FA (densidad 1030) se 
paró la maceración de la mitad del volumen y el resto se dejó macerando hasta el final 
de la FA. Una vez finalizada la FA el volumen de cada depósito se fraccionó 
nuevamente para realizar la FML en distintas condiciones: 
• FML espontánea o inducida 
• FML espontánea sobre lías o sin lías 
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La FML se realizó a 20 ºC y, al finalizar, el vino se trasegó, sulfitó y embotelló.  
Para comprobar la influencia del tiempo de conservación o envejecimiento en 
botella sobre la formación de CE y la evolución de sus precursores, los vinos 
embotellados se mantuvieron a temperatura ambiente y se cogieron muestras para su 
análisis cada 3 meses, hasta los 12 meses. 
Toda la experiencia se llevó a cabo por duplicado, siguiendo el esquema que 
se presenta en la figura 4.1. 
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Figura 4.1.  Esquema de vinificación 
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En la tabla 4.2 se resumen las condiciones estudiadas y los códigos utilizados 
para designar las diferentes vinificaciones.  
 
Tabla 4.2. Códigos utilizados para designar las diferentes condiciones de vinificación 
ensayadas 
CÓDIGO FERMENTACIÓN ALCOHÓLICA FERMENTACIÓN MALOLÁCTICA 
PN maceración con hollejos hasta la mitad de la FA  en ausencia de lías/espontánea 
PL maceración con hollejos hasta la mitad de la FA en presencia de lías/espontánea 
TN maceración con hollejos hasta el final de la FA en ausencia de lías/espontánea 
TL maceración con hollejos hasta el final de la FA en presencia de lías/espontánea 
TN’ maceración con hollejos hasta el final de la FA en ausencia de lías/inducida 
 
4.1.4 Control de la vinificación 
La FA se controló mediante densidad y temperatura diariamente. Para el 
seguimiento de la FML se determinaron periódicamente el consumo de ácido L-málico 
y la población de BL viables. El seguimiento de la población de  BL se realizó por 
recuento en placa de unidades formadoras de colonias (ufc/mL) y por recuento de 
células viables por microscopía de epifluorescencia con LIVE/DEAD® BacLightTM 
Bacterial Viability Kits, tal como se describe en el apartado 3.3.5 de Materiales y 
Métodos. 
4.1.5 Determinación de la población viable 
Para el control de la población viable en esta experiencia se puso a punto la 
técnica de recuento de células viables por microscopía de epifluorescencia.  
Como ya se ha mencionado, el control por epifluorescencia se ha realizado 
utilizando un kit comercial, LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits, pero 
inicialmente se pretendía poner a punto la técnica con el colorante naranja de acridina 
y, luego de experimentar con diversas muestras de vinos, se concluyó que esta 
técnica no es eficaz para el recuento de BL en vino cuando se emplean colorantes de 
primera generación, como el naranja de acridina. La principal razón es la dificultad de 
la visualización de las bacterias, ya que la membrana de filtración también adquiere 
algo de la coloración y la fluorescencia es poco persistente. Además, las impurezas 
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propias del vino dificultan a veces el proceso de filtración, haciéndola dificultosa sobre 
todo en muestras con una baja población de BL donde es necesario filtrar un mayor 
volumen de muestra. 
Antes de utilizar el método de recuento de microorganismos por 
epifluorescencia con LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits se verificó su 
trazabilidad comparando los resultados con los obtenidos con  el método de referencia 
de recuento en placa. Para ello se compararon conjuntos de resultados pareados, 
obtenidos al analizar con ambos métodos (el de ensayo y el de referencia) un conjunto 
de muestras de vino cuyas concentraciones se encontraban dentro del intervalo de las 
muestras de trabajo. Para cada muestra se obtuvieron un par de resultados, el 
obtenido por el método de ensayo (epifluorescencia) y el obtenido por el método de 
referencia (recuento en placa). Posteriormente, se calculó la diferencia entre ambos 
resultados, di, para cada muestra analizada, el valor medio de las diferencias, xd, y la 
desviación típica del conjunto de diferencias, sd, para obtener el estadístico t calculado 
(tcal): 
tcal = xxxdxxx 
       sd / √n 
donde n es el número de muestras analizadas. El valor de tcal se comparó 
entonces con el valor tabulado, tα/2,n-1, (ttab) asociado a una distribución t de dos colas 
para un nivel de significación α y n-1 grados de libertad. Si tcal < ttab, el procedimiento 
es trazable a la referencia utilizada en el intervalo de concentraciones de las muestras 
analizadas.  
Aplicando este estadístico se comprobó que el método de recuento de células 
viables por la técnica de la epifluorescencia no es trazable al método de recuento en 
placa en el rango de concentraciones estudiado (de 103 a 108 ufc/mL). Como se puede 
observar en la figura 4.2, hay más de dos órdenes de magnitud de diferencia entre los 
resultados obtenidos por ambos métodos, y las máximas desviaciones se advierten a 
bajas concentraciones (menores a 105 ufc/mL), por lo que se calculó nuevamente el 
estadístico t  para concentraciones mayores a 105 ufc/mL y se comprobó que en este 
rango de concentraciones el método es trazable  al método de referencia, lo que se 
puede ver también en la figura 4.3.  
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Figura 4.2. Comparación mediante regresión lineal de los resultados obtenidos mediante los 

















Figura 4.3.  Comparación mediante regresión lineal de los resultados obtenidos mediante los 
dos métodos analíticos para determinar la población viable para concentraciones mayores a 
105 ufc/mL. 
 
Generalmente, los resultados obtenidos por el método de recuento de células 
viables por epifluorescencia son un orden de magnitud mayores a los obtenidos por el  
método de recuento en placa, con variaciones para las diferentes cepas y especies. 
Hay que tener en cuenta que por medio del recuento en placa se valoran unidades 
formadoras de colonias (ufc) generadas por células viables que tienen capacidad para 
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y = 0,6432x + 2,5552 
R2 = 
tcal = 5,18 
ttab = 1,96 
Como tcal > ttab, el 
método no es trazable  
tcal = 0,32 
ttab = 1,96 
Como tcal < ttab, el 
método es trazable  
y = 0,9294x + 0,5145 
R2 = 0,7659 
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crecer y reproducirse en un medio nutritivo, generando las colonias que luego se 
evaluarán. Cabe aquí realizar una aclaración conceptual. Valentine y Bradfield 
propusieron el término "viables" para describir las células capaces de multiplicarse y 
formar colonias, pero sugirieron el término "vivas" para aquellas células que muestran 
otros signos de viabilidad (Valentine y Bradfield, 1954). Teniendo esto en cuenta, con 
la técnica de epifluorescencia se valoran las células vivas con sus membranas 
intactas. Algunas de estas células podrían haber perdido la capacidad para 
reproducirse y no generan colonias en placa. Además, con el método de la 
epifluorescencia se pueden observar las células como una unidad, una única célula 
que podría generar una colonia en un medio adecuado en placa, mientras que en una 
placa las células al crecer y reproducirse podrían dar lugar a colonias que se fusionan 
unas con otras.  
Una vez verificada la trazabilidad del método de recuento de células viables por 
epifluorescencia, se calculó la incertidumbre del mismo aprovechando la información 
obtenida en la verificación de la trazabilidad. En la misma se genera información sobre 
la varianza asociada al método analítico en condiciones intermedias de precisión 
(cambio de analista, condiciones de uso, ubicación, tiempo, reactivos, etc.) que 
garantizan la obtención de una estimación de la incertidumbre asociada a los 
resultados de las muestras problema que incorpora la variación de estos factores.  
Es de interés conocer la incertidumbre porque los resultados de una misma 
muestra problema obtenidos en diferentes condiciones (por ejemplo, en días diferentes 
y/o por diferentes analistas) deben ser comparables. Es decir, el resultado obtenido 
unos días después debe estar contenido dentro del intervalo de valores proporcionado 
por el resultado del primer análisis realizado y la incertidumbre asociada al método 
analítico.  
La incertidumbre (U) se puede calcular a partir de la información generada al 
verificar la trazabilidad con la siguiente fórmula: 
 
U = k. √ sd
 2 + sd 
2s 
                   n 
 
donde k es el factor de cobertura o incertidumbre (generalmente 2 ó 3 para 
obtener aproximadamente un nivel de confianza del 95% o del 99% respectivamente), 
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sd es la desviación típica del conjunto de diferencias y n es el número de muestras 
analizadas. 
La incertidumbre de la técnica de recuento de células viables por 
epifluorescencia así calculada es de 1,02. Este valor es absoluto para las muestras 
con concentraciones mayores a 105 ufc/mL y era totalmente previsible, como ya se 
expuso anteriormente. 
Con este kit se consigue evitar algunas de las desventajas del método de 
recuento de microorganismos con la técnica de epifluorescencia con colorantes de 
primera generación (naranja de acridina), como son:  
• Al no tener que concentrar el vino por filtración sobre membrana, evitamos los 
problemas que esto ocasiona, sobre todo, en vinos tintos con muchas 
impurezas o con poca población microbiana. 
• Disminución de la fluorescencia de fondo y mayor persistencia de la tinción 
sobre las células. 
Pero aún tenemos algunas desventajas: 
• Si el recuento microbiano es menor a 104 cél/ml la correlación con el método 
tradicional (recuento en placa) no es buena. 
• Si las células están unidas a partículas en suspensión del vino (taninos, 
proteínas, sustancias clarificantes, etc.) o se encuentran formando agregados 
entre ellas o con levaduras, no es posible su recuento. 
• Los colorantes que integran el kit se unen a los ácidos nucleicos. El ioduro de 
propidio es un mutágeno potencial y aún no hay datos claros sobre la 
mutagenicidad y toxicidad del SYTO 9. Ambos colorantes se presentan en 
solución de dimetilsulfóxido (DMSO), por lo que hay que tomar precauciones 
especiales para manipular estas soluciones, ya que el DMSO tiene facilidad 
para penetrar en las moléculas orgánicas de los tejidos. 
4.1.6 Caracterización enológica del vino 
En el mosto, en los vinos de mitad y final de FA y en los vinos de mitad y final 
de FML se determinaron CE y sus precursores (citrulina, arginina, urea y nitrógeno). 
En los vinos de final de FA y final de FML se determinaron, además, grado alcohólico, 
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acidez total, pH, concentración de anhídrido sulfuroso total y libre, acidez volátil, 
ácidos orgánicos (L-málico, L-láctico, cítrico, glucónico), azúcares (glucosa y fructosa) 
y otros compuestos secundarios como el glicerol. 
4.1.7 Evolución de las fermentaciones  
La FA evolucionó paralelamente para el tratamiento con maceración parcial (P) 
y el tratamiento con maceración total (T) y tuvo una duración de 9 días. En cuanto a la 
FML, en todos los tratamientos estudiados el ácido L-málico fue totalmente degradado, 
aunque no con la misma velocidad (figura 4.4). 
Como se puede observar en la figura 4.4, no hubo diferencias notables en 
cuanto a la progresión de la FML en las vinificaciones donde la misma fue llevada a 
cabo por cepas autóctonas, sólo un ligero retraso en los tratamientos en los que hubo 
maceración con los hollejos hasta el final de la FA (TN y TL). Esto puede ser explicado 
por el hecho de que durante la maceración son solubilizados en el vino taninos 
derivados de las partes sólidas de la uva y recientes investigaciones han demostrado 
que ciertos taninos de la uva pueden tener una influencia negativa sobre las bacterias 
malolácticas y, por consiguiente, sobre el desarrollo de la FML (Lonvaud-Funel, 2002). 
Donde sí se observa una gran diferencia en la cinética de la FML es en el tratamiento 
donde se inoculó una cepa comercial (TN’). Aquí el desarrollo de la FML fue mucho 
más rápido y el ácido L-málico fue totalmente consumido en la mitad del tiempo que 
emplearon las cepas autóctonas para hacerlo. Esto se ha debido a que el desarrollo 
de la población viable de las BL comerciales fue más rápido que el observado para las 
autóctonas (figuras 4.5 y 4.6), lo que se correlaciona con una más rápida degradación 
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Figura 4.4. Degradación del ácido L-málico durante la FML en todas las vinificaciones (Para 















Figura 4.5. Evolución de la población viable de BL en las vinificaciones determinada mediante 
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Figura 4.6. Evolución de la población viable de BL en las vinificaciones determinada mediante 
recuento de células viables por epifluorescencia (Para referencias remitirse a la tabla 4.2). 
 
De las figuras 4.4, 4.5 y 4.6 podemos deducir también que el comienzo de la 
degradación del ácido L-málico coincide con la presencia de una población bacteriana 
del orden de 106 ufc/mL, tal como se describe en la bibliografía (Wibowo et al., 1985; 
García et al. ,1992; Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2000). La población 
viable total de BL al final de la FML es similar en todos los vinos (del orden de 107 por 
ambos métodos utilizados para el recuento de BL), aunque levemente inferior en el 
vino en que la FML fue llevada a cabo por una BL comercial (TN’) (figuras 4.5 y 4.6). 
En las figuras 4.5 y 4.6 podemos observar que los resultados obtenidos para el 
recuento de la población viable por la técnica de epifluorescencia y por el método de 
referencia de recuento en placa son equivalentes, lo que concuerda con los resultados 
obtenidos en el estudio de trazabilidad del método de recuento de células viables por 
epifluorescencia. Como ya se ha mencionado en dicho estudio, observamos que los 
resultados difieren más para recuentos de viables en placa menores a 105 ufc/mL. Hay 
que aclarar en este punto que el gran descenso de población viable en placa que se 
observa el día 10 para todas las vinificaciones, y que no concuerda con la población 
viable obtenida por recuento de células viables por epifluorescencia, puede haberse 
debido a un error de dilución que impidió el correcto recuento y a una contaminación 
de las placas con otros microorganismos (levaduras), cuyo desarrollo impidió la 
correcta visualización de las colonias bacterianas que eventualmente puedan haberse 
desarrollado. Por ello, es más representativo de la población en ese momento el 
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4.1.8 Dinámica de poblaciones de cepas de BL aisladas 
Durante el transcurso de esta experiencia se realizó, además, el aislamiento de 
las cepas que se desarrollaron a lo largo de la FML en las vinificaciones no inoculadas 
con una cepa comercial en distintos momentos de la misma. Las cepas aisladas se 
identificaron inicialmente como BL mediante la tinción de Gram y la prueba de la 
catalasa. Posteriormente se identificaron como pertenecientes a la especie O. oeni 
mediante PCR específica de especie (Zapparoli et al., 1998), y se tipificaron a nivel de 
cepa mediante amplificación al azar (RAPD-PCR) con el cebador M13 en la Estación 
de Viticultura y Enología de Vilafranca del Penedés.  
La tipificación de las cepas mediante RAPD-PCR generó 6 perfiles diferentes. 
En la figura 4.7 se puede ver la proporción de cada uno de estos perfiles a lo largo de 














Figura 4.7. Proporciones de cada una de las cepas autóctonas aisladas en el conjunto de las 
vinificaciones no inoculadas con cepas comerciales durante la FML 
 
Como podemos evidenciar en la figura 4.7, al final de la FML (día 30) el perfil 
de la totalidad de las cepas aisladas pertenece a una sola cepa, la cepa A, que venía 
siendo la cepa mayoritaria presente en las vinificaciones espontáneas desde pocos 
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4.1.9 Resultados analíticos de los vinos 
Con respecto a la caracterización enológica del vino, se observa una gran 
similitud entre todos los tratamientos estudiados para todos los parámetros evaluados 
(ácidos orgánicos, azúcares y otros compuestos secundarios), como se observa en la 
siguiente tabla (tabla 4.3). En el caso del grado alcohólico volumétrico adquirido, el 
glicerol y el ácido glucónico, sólo se indica el valor determinado al final de la 
fermentación alcohólica. 
 
Tabla 4.3.  Resultados analíticos de los vinos obtenidos en el estudio de la influencia de 
diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
















pH 3,71 3,80 3,84 3,74 3,86 3,86 3,94 
Acidez total (g/L) 6,85 5,10 5,50 5,50 5,35 5,20 5,10 
Acidez volátil (g/L) 0,36 0,70 0,69 0,39 0,76 0,74 0,62 
Ácido málico (g/L) 2,60 0,20 0,20 2,69 0,18 0,19 0,18 
Ácido láctico (g/L) 0,02 1,90 1,88 0,02 1,84 1,86 1,90 
Glucosa/ Fructosa (g/L) inapr. inapr. inapr. inapr. inapr. inapr. inapr. 
Ácido cítrico (mg/L) 316 78 16 344 52 40 208 
Ácido tartárico (g/L) 1,19 1,98 1,95 0,41 2,04 2,02 ND 
Ácido glucónico (mg/L) 1534 - - 1515 - - - 
Glicerol (g/L) 7,9 - - 6,5 - - - 
Grado alcohólico (% vol) 11,90 - - 11,45 - - - 
inapr.: inapreciable. 
ND: No determinado. 
Para referencias remitirse a la tabla 4.2. 
 
Podemos advertir que el vino que ha sido inoculado con una BL comercial para 
realizar la FML muestra una diferenciación, con respecto a los demás tratamientos, en 
los resultados obtenidos de ácido cítrico y acidez volátil. Concretamente, al final de la 
FML las cepas autóctonas han degradado entre el 75 y el 94% del ácido cítrico 
presente al final de la FA, mientras que en el vino inoculado con una cepa comercial 
se ha consumido cerca de un 40% del ácido cítrico, o sea, que la cepa comercial ha 
degradado alrededor de la mitad de la cantidad de ácido cítrico que han degradado las 
cepas autóctonas en este caso. La capacidad de conversión  del ácido cítrico durante 
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la FML puede ser una propiedad muy dependiente de la cepa (Shimazu et al., 1985). 
Actualmente, las cepas aisladas para ser utilizadas como cultivos iniciadores para 
inducir la FML son caracterizadas en base a criterios enológicos, que permitan 
conocer su tolerancia a los distintos parámetros del vino, a los procesos de 
producción, sus efectos organolépticos y sus propiedades metabólicas, entre estas 
últimas, el metabolismo del ácido cítrico (Bou y Powell, 2006). En general, las cepas 
comerciales presentes en el mercado para realizar la FML presentan una menor 
capacidad para degradar el ácido cítrico que las cepas autóctonas presentes en los 
mostos y vinos, tal como se desprende también de los resultados aquí obtenidos. La 
formación de ácido acético es también dependiente de la cepa y especie que realiza la 
FML, entre otros factores. Cuando se observan aumentos importantes de AV al final 
de la FML son debidas generalmente a la presencia y al crecimiento de bacterias 
indígenas. Estas bacterias deben crecer en el vino para alcanzar la población 
necesaria que permita iniciar el metabolismo del ácido málico, utilizando azúcares 
como fuente de energía y produciendo ácido acético (Theodore, 2006). Por ello, es 
usual observar que los niveles de ácido acético alcanzados al final de la FML son más 
elevados en aquellos vinos en los que la misma fue llevada a cabo por cepas 
autóctonas que en los vinos que han sido inoculados con cepas de BL comerciales 
para iniciar la FML. El ácido acético puede aparecer también durante el desarrollo de 
la FML en los vinos como resultado del metabolismo de otros compuestos presentes 
en los mismos. El metabolismo del ácido cítrico en O. oeni tiene como producto final al 
ácido acético, entre otros productos (Shimazu et al., 1985). El aumento de la 
concentración de ácido acético asociado al metabolismo del ácido cítrico depende de 
la concentración inicial de sustrato, del potencial de óxido-reducción y del pH del vino, 
pero normalmente puede aumentar hasta 0,1-0,2 g/L (Costello, 2006,  Krieger 2006a). 
Estas dos razones expuestas, la falta de necesidad que presentan las cepas 
comerciales de utilizar los azúcares residuales para crecer y alcanzar la población 
necesaria para comenzar el consumo del ácido L-málico, al  haberse inoculado ya esa 
población, y una menor capacidad para degradar el ácido cítrico, explican el menor 
aumento observado en el nivel de ácido acético en el vino inoculado con una BL 
comercial (TN’) para realizar la FML respecto a los demás tratamientos con FML 
espontánea. 
En cuanto al CE y sus precursores, se observa que la máxima producción de 
CE se produce durante la FA (figura 4.8), período en el que también se observa la 
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máxima disminución de urea y arginina, corroborando los resultados obtenidos por 
otros autores (Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991). Los valores de urea 
han descendido desde los 53 mg/L contenidos en el mosto a 0 mg/L en todos los 
tratamientos a mitad de la FA, sin modificaciones posteriores. Durante la FML los 
valores de CE se mantienen estables en todos los tratamientos. No se observan 
diferencias significativas entre los tratamientos con FML sobre lías (PL, TL) respecto a 
los demás (PN, TN). Estos resultados obtenidos se correlacionan con los alcanzados 
por otros autores (Tegmo-Larsson y Henick-Kling, 1990b) en cuanto al efecto que tiene 
el contacto del vino sobre lías en la formación de CE, y nos permitirían proponer que la 
realización de la FML sobre lías parece ser una práctica segura en cuanto a la 
prevención de la liberación de precursores del CE y la consecuente formación del 
mismo en las condiciones ensayadas. Un tiempo mayor de exposición con los hollejos 
durante la FA (TN, TL) tampoco parece afectar a la producción de CE durante la FML. 
Durante el periodo de conservación estudiado no se ha advertido producción de CE.  
En cualquier caso, los valores de CE son inferiores a 2 µg/L, muy por debajo de 
los límites fijados por algunos países.  
 
Figura 4.8.  Evolución de la concentración de carbamato de etilo a lo largo de las vinificaciones 
(FA: fermentación alcohólica, FML: fermentación maloláctica, MC: meses de conservación) 
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Los valores encontrados de CEP (ver apartado 3.3.3 de Materiales y Métodos) 
tampoco son muy elevados. Al final de la FA se observa que el CEP, aquel que podría 
formarse en períodos largos de conservación a temperaturas normales de 
almacenamiento, es mayor en aquellos vinos en los que la maceración con los hollejos 
se mantuvo hasta el final de la misma (tabla 4.9), algo coherente con la liberación de 
compuestos nitrogenados que ocurre durante la maceración del vino con los hollejos, 
entre los que pueden encontrarse precursores del CE. Esto nos indica que una mayor 
duración de la maceración puede llevar a la formación de mayores cantidades de CE 
durante el periodo de envejecimiento o almacenamiento. Al final de la FML, el vino que 
se maceró parcialmente con los hollejos y realizó la FML en ausencia de lías (PN) 
presenta el valor más bajo de CE potencial, aunque las diferencias entre los distintos 
tratamientos no son significativas (tabla 4.9). Sí observamos que el desarrollo de la 
FML provoca un aumento, evidente aunque no importante, del CE potencial en todos 
los vinos, indicando que el metabolismo de las BL en el vino genera precursores del 
CE y aumenta el potencial del mismo para formar CE en un período posterior de 
conservación o envejecimiento.  
Creemos interesante destacar que la concentración de citrulina se mantiene 
prácticamente estable a partir del final de la FA, o de la mitad de la FML, según el 
caso, pero ligeramente superior en los vinos obtenidos en los tratamientos con 
maceración total con los hollejos durante la FA (Tabla 4.5). Esto podría explicar en 
parte los valores más elevados de CE potencial observados en aquellos vinos de final 
de FA y de final de FML en los que hubo maceración hasta el final de la FA (Tabla 
4.9).  
Con respecto al contenido nitrogenado (tablas 4.6, 4.7 y 4.8), se observa una 
rápida disminución en todos los tratamientos seguidos durante la FA y un ligero 
aumento a partir del comienzo de la FML en  todas las vinificaciones, aunque es más 
significativo en aquellas en las que la FML se realizó sobre lías (PL y TL). Esto era de 
esperar ya que durante el envejecimiento sobre lías se liberan aminoácidos y 
proteínas en el vino (Butzke y Bisson 1997), que pueden ser una fuente potencial de 
CE. Como se puede ver en la tabla 4.7, el nitrógeno amoniacal disminuye 
drásticamente en la primera mitad de la FA, hasta ser prácticamente nulo al final de la 
misma. A partir del comienzo de la FML, hay un ligero aumento del nitrógeno 
amoniacal en todas las condiciones, ligeramente superior, aunque no significativo, en 
las condiciones sobre lías. Pero el aumento observado en el estatus nitrogenado 
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durante la FML se debe principalmente a un aumento del nitrógeno amínico en todas 
las condiciones, significativamente superior en las condiciones llevadas a cabo sobre 
lías. No se observan cambios significativos en el estatus nitrogenado durante la 
conservación. 
Todos estos resultados se pueden consultar en las tablas 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 
y 4.9. 
 
Tabla 4.4.  Evolución del contenido de arginina (mg/L) en las vinificaciones del estudio de la 
influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 160 160 160 160 160 
Mitad FA 33 33 33 33 33 
Final FA 35 35 52 52 52 
Mitad FML 41 44 67 66 65 
Final FML 40 33 57 56 66 
3 meses conservación 36 41 59 59 60 
6 meses conservación 18 20 30 30 34 
9 meses conservación 23 20 35 31 35 
12 meses conservación 23 26 42 42 37 
Para referencias remitirse a la tabla 4.2 
 
 
Tabla 4.5.  Evolución del contenido de citrulina (mg/L) en las vinificaciones del estudio de la 
influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
 ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 0 0 0 0 0 
Mitad FA 0 0 0 0 0 
Final FA 48 48 83 83 83 
Mitad FML 80 74 95 86 91 
Final FML 80 70 117 94 88 
3 meses conservación 90 91 149 89 142 
6 meses conservación 104 105 133 84 118 
9 meses conservación 83 56 123 89 113 
12 meses conservación 108 84 141 113 120 
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Tabla 4.6. Evolución del contenido de nitrógeno total (mg/L) en las vinificaciones del estudio de 
la influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 173 173 173 173 173 
Mitad FA 32 32 32 32 32 
Final FA 16 16 38 38 38 
Mitad FML 22 39 46 60 43 
Final FML 20 42 50 65 44 
3 meses conservación 22 44 54 69 55 
6 meses conservación 54 51 56 73 57 
9 meses conservación 28 47 51 65 53 
12 meses conservación 30 45 52 65 50 
Para referencias remitirse a la tabla 4.2 
 
 
Tabla 4.7.  Evolución del contenido de nitrógeno amoniacal (mg/L) en las vinificaciones del 
estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 104 104 104 104 104 
Mitad FA 6 6 6 6 6 
Final FA 2 2 0 0 0 
Mitad FML 5 6 6 7 5 
Final FML 5 7 9 11 7 
3 meses conservación 9 10 15 17 16 
6 meses conservación 10 11 12 15 14 
9 meses conservación 12 13 13 14 14 
12 meses conservación 11 11 13 14 13 
Para referencias remitirse a la tabla 4.2 
 
 
Tabla 4.8.  Evolución del contenido de nitrógeno amínico (mg/L) en las vinificaciones del estudio 
de la influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 70 70 70 70 70 
Mitad FA 26 26 26 26 26 
Final FA 14 14 38 38 38 
Mitad FML 17 33 40 53 38 
Final FML 15 35 41 54 37 
3 meses conservación 13 34 39 52 39 
6 meses conservación 16 40 44 58 43 
9 meses conservación 16 35 38 52 40 
12 meses conservación 19 34 39 51 37 
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Tabla 4.9.  Evolución del contenido de carbamato de etilo potencial (µg/L) en las vinificaciones 
del estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la formación de CE. 
ETAPA PN PL TN TL TN' 
Mosto 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 
Final FA 8,3 8,3 11,0 11,0 11,0 
Final FML 11,8 13,7 13,6 13,3 12,7 
Para referencias remitirse a la tabla 4.2 
 
4.1.10 Conclusiones 
En este trabajo pudimos comprobar que la técnica de recuento de células 
viables por microscopía de epifluorescencia utilizando colorantes de primera 
generación, como el naranja de acridina, no resulta eficaz para el recuento de BL en 
vino debido, principalmente, a la dificultad para la visualización de las bacterias y a 
que las impurezas propias del vino dificultan el proceso de filtración que requiere la 
técnica.  
Por el contrario, el método de recuento de microorganismos por 
epifluorescencia con el kit LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits resultó ser 
trazable al método de referencia para la determinación de bacterias viables para 
concentraciones bacterianas mayores a 105 ufc/mL, además de solventar las 
desventajas que presentaba este método cuando se utilizan colorantes de primera 
generación. En conclusión, esta técnica resulta ser rápida y adecuada para el 
seguimiento de la FML.  
Pudimos comprobar que la máxima producción de CE se produce durante la 
FA y que es también en la FA donde se observa la máxima disminución de 
precursores del CE (urea y arginina). 
No observamos influencia de la FML en las concentraciones de CE y sus 
precursores en este estudio, tanto si la FML era espontánea como inducida con una 
cepa comercial. No obstante, el desarrollo de la FML provocó un aumento, aunque no 
importante, del CEP, indicando que el metabolismo de las BL en el vino genera 
precursores del CE y aumenta el potencial del mismo para formar CE en un período 
posterior de conservación o envejecimiento.  
La realización de la FML sobre lías no evidenció elevación de los niveles de CE 
o de sus precursores en los vinos, por lo que parece ser una práctica segura en cuanto 
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a la prevención de la liberación de precursores del CE y la consecuente formación del 
mismo. 
Un tiempo mayor de exposición con los hollejos durante la FA no afectó la 
producción de CE, pero sí de CEP. Los valores más elevados de CEP observados en 
aquellos vinos de final de FA en los que hubo maceración con los hollejos hasta el final 
de la FA podrían ser explicados por concentraciones de citrulina más elevadas en 
estos vinos. 
No se advirtió en este estudio producción de CE después de la conservación 
del vino por 12 meses. 
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4.2 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES VÍNICAS SOBRE  LA  
FORMACIÓN  DE  CE EN VINO SIMULADO 
Los resultados de este estudio generaron dos artículos (Romero, S. V., 
Reguant, C., Bordons, A., Masqué, M. C. (2009) Potential formation of ethyl carbamate 
in simulated wine inoculated with Oenococcus oeni and Lactobacillus plantarum. 
International Journal of Food Science & Technology. 44, pp. 1206-1213 y Romero, S. 
V., Bordons A., Franquet, R, Masqué, M. C., (2007) Efecto de diferentes condiciones 
en vino simulado sobre la formación de carbamato de etilo por Oenococcus oeni y 
Lactobacillus plantarum. Le Bulletin de l’OIV. 80, pp. 437-444), que se presentan en 
los anexos C y D respectivamente. 
Se investigó en laboratorio la capacidad potencial de producción de CE y de 
sus precursores en vino simulado durante la FML por parte de diferentes cepas y 
especies de BL frente a distintas condiciones de pH, concentración de etanol, 
temperatura y concentración de ácido málico. 
El uso de un vino simulado permitió realizar este estudio en laboratorio bajo 
condiciones similares a las que se encuentran en un vino. La presencia de mosto 
concentrado en el vino simulado provee todos los nutrientes necesarios para el 
metabolismo y el crecimiento de las BL en un medio similar a un vino fermentado, pero 
sin la presencia de metabolitos indefinidos producidos por las levaduras que podrían 
variar la composición del medio y afectar a las BL. 
4.2.1 Características de los cultivos 
Las cepas utilizadas se precultivaron en medio MRSmT líquido, a partir de 
Cryo-Billes, a 30ºC hasta que se observó el máximo crecimiento, el cual se dedujo 
visualmente por cambios en la turbidez del medio. Este cultivo fue utilizado como 
inóculo. Para ello se inocularon al 1% tantos recipientes con vino simulado como 
condiciones a ser ensayadas para que tuvieran lugar las FMLs a 22 ºC (Liu, 1994) o 
25 ºC (Azevedo, 2002). El vino simulado se preparó tal como se explica en el apartado 
3.2.1 de Materiales y Métodos y se modificó previamente con ácido DL-málico, para 
obtener una concentración final de ácido L-málico de 3 g/L ó 6 g/L, etanol, hasta una 
concentración final de 10% ó 15% (v/v) (Azevedo et al., 2002), e NaOH 10 N, para 
obtener distintos valores de pH (3,3; 3,6 y 3,9) (Mira de Orduña et al., 2001). Luego de 
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esterilizar los diferentes vinos sintéticos, los valores de pH resultaron ligeramente 
superiores a los planteados inicialmente, siendo los valores finales los que se señalan 
en la tabla 4.10. Esta experiencia se realizó por duplicado para todas las cepas 
ensayadas.  
La población inicial de bacterias fue de 6,0 x 107; 2,8 x 107; 9,6 x 107; 1,4 x 107 
y 1,1 x 107 ufc/mL para las cepas A (O. oeni), CECT 217T (O. oeni), CECT 5671 (L. 
plantarum), CECT 4121T (L. brevis) y CECT 219T (Lc. mesenteroides) 
respectivamente. 
En la figura 4.9 se esquematiza el proceso de inoculación y en la tabla 4.10 se 
presentan las características estudiadas y los códigos con los que se referencian. 
 
 





Inocular al 1% 
A B C D E F 
Cryo-Billes 
MRSmT, 30ºC 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
Resultados y Discusión 
 91 
Tabla 4.10.  Códigos utilizados para las diferentes condiciones de vinificación ensayadas en 
vino simulado. 
CÓDIGO A B C D E F 
Concentración de etanol 10 % 15 % 10 % 10 % 10 % 10 % 
pH 3,7 3,7 3,4 4,0 3,7 3,7 
Temperatura 25 ºC 25 ºC 25 ºC 25 ºC 25 ºC 22 ºC 
Concentración de ácido málico 3 g/L 3 g/L 3 g/L 3 g/L 6 g/L 3 g/L 
 
4.2.2 Controles analíticos 
Las muestras se tomaron cada 2 ó 3 días para determinar la población 
bacteriana y los contenidos de ácido L-málico, arginina y citrulina y se almacenaron 
congeladas para realizar los demás análisis posteriormente.  
Al inicio del ensayo, luego de la inoculación, se determinaron acidez volátil, 
ácido L-málico, ácido L-láctico, glucosa y fructosa, ácido cítrico, pH, nitrógeno 
asimilable y amoniacal, CE, CEP y sus precursores (urea, arginina y citrulina), además 
de controlar la población por medición de la DO 600nm y por recuento en placa en 
medio MRSmT. 
Cada dos días se controló la población bacteriana por determinación de la DO 
600nm y se determinaron ácido L-málico, arginina y citrulina, para controlar su 
metabolismo. También se realizó el control de la población microbiana por recuento en 
placa periódicamente para comprobar su correlación con la DO 600nm.  
Al final del consumo de ácido L-málico y del consumo de arginina se 
determinaron, además, CE, CEP, sus precursores (urea, arginina y citrulina), pH y el 
contenido nitrogenado (nitrógeno asimilable y amoniacal). 
También se determinaron al final del consumo del ácido L-málico acidez volátil, 
ácido L-láctico, glucosa y fructosa y ácido cítrico. 
A continuación se presentan los resultados obtenidos para las cepas de O. oeni 
A y CECT 217T y para la cepa de L. plantarum CECT 5671. Las cepas de L. brevis 
CECT 4121T y Lc. mesenteroides CECT 219T no fueron capaces de degradar el ácido 
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L-málico en ninguna de las condiciones aquí propuestas después de 45 días de 
experiencia.  
4.2.3 Determinación de la población viable 
Como se ha expuesto anteriormente, la población bacteriana viable se controló 
en esta experiencia determinando la DO 600nm. Para comprobar la fiabilidad de este 
método, se realizaron determinaciones periódicas paralelamente por el método de 
referencia de recuento en placa. Se determinó la correlación entre ambos métodos por 
medio del cálculo del coeficiente de correlación para cada cepa separadamente. Los 
resultados obtenidos se representan en las figuras 4.10, 4.11 y 4.12 para las cepas A 
(O. oeni), CECT 217T (O. oeni) y CECT 5671 (L. plantarum) respectivamente. 
Como puede observarse, podemos afirmar que, para cada cepa en particular, 
existe una buena correlación entre la determinación de la DO 600nm y el método de 
referencia de recuento en placa, lo que permite, en esta experiencia, utilizar la 









Figura 4.10. Comparación mediante regresión lineal de los resultados obtenidos para la 
determinación de la población de bacterias viables mediante los dos métodos analíticos 

















y = 6,4E-10x + 0,1657 
R2 = 0,9433 
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Figura 4.11. Comparación mediante regresión lineal de los resultados obtenidos para la 
determinación de la población de bacterias viables mediante los dos métodos analíticos 










Figura 4.12. Comparación mediante regresión lineal de los resultados obtenidos para la 
determinación de la población de bacterias viables mediante los dos métodos analíticos 
ensayados para la cepa de L. plantarum CECT 5671. 
4.2.4 Efectos sobre el crecimiento de las cepas de BL, la degradación de 
ácido L- málico y el metabolismo de la arginina  
En la figura 4.13 podemos ver que O. oeni A consumió completamente el ácido 
L- málico en 5 días o menos en todas las condiciones estudiadas, excepto en la 
condición B, que presentaba una mayor graduación alcohólica, en la que necesitó 16 















y = 1,6E-8x + 1,2879 















y = 1,1E-8x + 1,2829 
R2 = 0,9605 
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Esta cepa metabolizó la arginina en todas las condiciones, excepto en la 
condición B (figura 4.13). Se observa que un pH más alto favorece el metabolismo de 
la arginina, el cual se vio acelerado en la condición con pH 4,0 (condición D), el pH 
más alto de los estudiados, con respecto a la condición A, con iguales condiciones 
alcohólicas, de temperatura y concentración de ácido L- málico, pero con pH 3,7. El 
metabolismo de la arginina se vio retrasado, con respecto a la condición A, en aquellas 
condiciones en las que se realizó la FML a una menor temperatura (condición F), un 
pH más bajo (condición C) y en presencia de un mayor contenido de ácido L-málico 
(condición E) (figura 4.13).  
El consumo de  ácido L- málico se correlaciona con el aumento de la biomasa, 
pero no explica totalmente este aumento, ya que, en algunos casos, luego de la 
degradación del ácido L- málico se observa una mayor población bacteriana, que se 
correlaciona bien con la degradación de la arginina, sobre todo en las condiciones A, D 
y F  (figura 4.13), las tres condiciones en las que el metabolismo de la arginina se vio 
más adelantado. 
El consumo de arginina se correlaciona bien con la producción de citrulina 
(figura 4.13). En general, se degradó un 91% de la arginina presente en todas las 
condiciones estudiadas, exceptuando la B, y el rango de conversión de arginina a 
citrulina (P/P) fue de un 16% en la condición A, sobre el 12% en la condición C, 19% 
en la condición D, 17% en la E y un 9% en la condición F.  
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Figura 4.13. Degradación de ácido L-málico, consumo de arginina, producción de citrulina y 
evolución de la población para O. oeni A en todas las condiciones ensayadas en vino simulado 
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Figura 4.14.  Degradación de ácido L-málico, consumo de arginina, producción de citrulina y 
evolución de la población para O. oeni CECT 217T en todas las condiciones ensayadas en vino 
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Figura 4.15. Degradación de ácido L-málico, consumo de arginina, producción de citrulina y 
evolución de la población para L. plantarum CECT 5671 en todas las condiciones ensayadas 
en vino simulado (A, B, C, D, E, F: Véase Tabla 4.10). 
 
Los datos observados para la cepa A son confirmados por la cepa tipo de O. 
oeni (CECT 217T) (figura 4.14), aunque esta cepa necesitó más tiempo que la cepa A 
para completar la degradación del ácido L-málico y no fue capaz de degradarlo en la 
condición con 15% de etanol (condición B). 
Esta cepa tampoco consumió la arginina en la condición B, y necesitó 120 días 
para completarla en la condición E, que tenía un contenido de ácido L-málico que 
duplicaba al de las demás condiciones ensayadas, condición en la que la degradación 
de la arginina también se vio retrasada para la cepa A. En este caso también se 
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en las condiciones C y E, con respecto a la condición A, pero, a diferencia de lo que 
ocurrió para la cepa A, se vio más adelantada en la condición F, respecto a la 
condición A. 
Nuevamente, se observa una correlación entre la degradación de ácido L-
málico y la densidad de población y entre ésta y la degradación de arginina en las 
condiciones A, D y F, las tres condiciones en las que la degradación de arginina se ve 
más adelantada con respecto a las demás (figura 4.14). 
Los rangos de degradación de arginina y sus correspondientes rangos de 
excreción de citrulina se correlacionan bien (figura 4.14). Exceptuando la condición B, 
en la que sólo se degradó un 30% de la arginina presente después de 75 días de 
experiencia, esta cepa degradó un 94% de la arginina inicial como media en todas las 
condiciones estudiadas. Los rangos de conversión de arginina a citrulina (P/P) fueron 
similares a los observados con la cepa A, y fueron del 17%, 11%, 19%, 17% y 18% en 
las condiciones A, C, D, E y F respectivamente.  
Las cepas de O. oeni alcanzaron una población celular de 107 a 108 ufc/mL en 
el vino simulado, valores similares a la población celular que se observa cuando se 
desarrollan las BL en vino (Davis et al., 1986). 
Las dos cepas estudiadas de O. oeni consumieron completamente el ácido L-
málico presente en todos los experimentos, exceptuando el caso de O. oeni CECT 
217T a la mayor concentración alcohólica estudiada (condición B) (figura 4.14). En las 
experiencias llevadas a cabo con ambas cepas de O. oeni el consumo de ácido L-
málico se correlacionó con el aumento de la biomasa, aunque, como ya se expuso, no 
explica totalmente este aumento, ya que, en algunas condiciones, se observa una 
mayor población bacteriana después del agotamiento del ácido L-málico, que se 
correlaciona bien con la degradación de la arginina para las dos cepas, principalmente 
en las condiciones A, D y F, las tres condiciones en las que la degradación de la 
arginina fue más adelantada (figuras 4.13 y 4.14). Mira de Orduña et al. (2001) 
también observaron un patrón similar de crecimiento bifásico en cepas de O. oeni. Se 
ha demostrado que cepas de BL vínicas que poseen la maquinaria enzimática 
completa para el catabolismo de la arginina pueden ser muy competitivas en 
crecimiento, ya que pueden conseguir energía extra (ATP) a partir de la degradación 
de la arginina (reacción 3) (Liu et al., 1994). De hecho, se ha comprobado que el 
catabolismo de la arginina puede favorecer el crecimiento en algunas BL. Algunos 
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autores observaron que la degradación de la arginina aumentó el crecimiento de cepas 
de Lactobacillus pero no de las cepas de O. oeni examinadas (Liu, 1993; Mira de 
Orduña et al., 2001). A partir de los resultados aquí obtenidos podemos concluir que el 
catabolismo de la arginina aumenta el crecimiento de O. oeni en algunas condiciones.  
Estas cepas han sido capaces de degradar la arginina en las condiciones 
estudiadas y de excretar cantidades considerables de citrulina, que puede reaccionar 
con el etanol llevando a la formación de CE.  
Se ha demostrado que el metabolismo de la arginina por O. oeni es afectado 
por el pH. Diferentes autores han observado que O. oeni podía degradar la arginina a 
niveles de pH vínicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pH más bajos (3,2 - 3,3) 
(Liu et al., 1995a; Mira de Orduña et al., 2001). En este estudio las dos cepas de O. 
oeni estudiadas fueron capaces de degradar completamente la arginina a todos los 
niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), en aquellos casos en los que la FML tuvo 
lugar, pero el rango de conversión de arginina a citrulina (P/P) fue ligeramente mayor 
(19%) a pH 4,0 que a valores de pH más bajos (9 a 18%).  
Se sabe que el etanol influye en el crecimiento y la actividad metabólica de las 
BL (Rodríguez y Manca de Nadra, 1998). A partir de los resultados de este estudio 
parece que el metabolismo de la arginina también es afectado por el contenido de 
etanol, ya que ninguna de las dos cepas examinadas de O. oeni degradó la arginina 
en la condición B, la de mayor contenido alcohólico (con 15% v/v de etanol) (figuras 
4.7 y 4.8). El consumo de la arginina disminuyó al aumentar la concentración de 
etanol, como también observaron Arena y Manca de Nadra (2005). No obstante, la 
actividad maloláctica de la cepa A no fue inhibida por una concentración de etanol de 
15% v/v, sugiriendo que la enzima maloláctica tiene una mayor resistencia al etanol 
que otras actividades metabólicas. 
La cepa de L. plantarum CECT 5671 no fue capaz de completar la degradación 
de ácido L- málico en las condiciones de mayor graduación alcohólica (condición B) y 
de mayor acidez (condición C) (figura 4.15). Esto era de esperar, ya que esta especie 
no es muy resistente a altas graduaciones alcohólicas y es más sensible al pH del vino 
que O. oeni, como ha sido observado en resultados de otros estudios (Wibowo et al., 
1985; Masqué, 1992; Liu et al., 1995a). La combinación del pH, el etanol y la limitación 
de nutrientes puede ser una causa de esta selectividad. A pesar de esto, esta especie 
es una buena candidata como cultivo iniciador para realizar la FML en determinados 
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vinos, ya que, como se mencionó antes, es una especie heterofermentativa facultativa, 
fermenta la glucosa por la vía homofermentativa de Embden-Meyerhof, transformando 
prácticamente todas las hexosas que cataboliza, especialmente la glucosa, en ácido 
láctico, y fermenta las pentosas a ácidos láctico y acético por la vía heterofermentativa 
de las pentosas fosfato. De esta manera, no eleva la acidez volátil de un vino al 
consumir hexosas residuales que pueden estar presentes en el vino al final de la FA. 
Además, esta cepa ha mostrado mantener actividad maloláctica en condiciones en las 
que no se detectaron células en crecimiento. 
Esta cepa ha demostrado un perfil de no hidrólisis de arginina en estudios 
previos (Masqué, 1992). En el presente estudio tanto el consumo de arginina como la 
producción de citrulina fueron virtualmente nulos en casi todas las condiciones 
estudiadas. Sólo en la condición F, en la que se ensayaba una menor temperatura, se 
ha observado un ligero consumo de arginina.   
En aquellos casos en los que el ácido L-málico fue completamente degradado, 
la degradación de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la degradación del 
ácido L-málico, ocurrió al final del consumo del ácido L-málico o se inició luego del 
comienzo de la degradación del mismo, en todas las cepas testadas. Esto tiene 
importancia enológica, permite al enólogo evitar la degradación de arginina eliminando 
las células o inhibiendo la actividad celular cuando ha terminado el consumo del ácido 
L-málico en el vino. Esto es importante para evitar no sólo la formación de citrulina 
sino, también, un gran ascenso del pH, que puede provocar un cambio en las 
características organolépticas del vino y favorecer la propagación de microorganismos 
indeseables. También hay que considerar que la degradación del ácido cítrico 
comienza una vez que se ha degradado el ácido L-málico (Radler, 1963). Sabemos 
que el metabolismo del ácido cítrico puede producir diacetilo, compuesto que confiere 
aroma a mantequilla a los vinos (Bartowsky y Henschke, 2004). Si el enólogo pretende 
la degradación de ácido cítrico para obtener los beneficios organolépticos de la 
producción de diacetilo, existe también el riesgo de degradación de arginina.  
Hay que señalar que no hemos observado (o ha sido mínima) degradación de 
arginina en los casos en que no ha ocurrido la FML. Probablemente, las células 
bacterianas fueron incapaces de sobrellevar la FML ya que todo metabolismo se ha 
visto afectado por las duras condiciones ambientales y, en esta situación, también el 
catabolismo de la arginina se ve afectado.  
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4.2.5 Formación de CE 
En la tabla 4.11 se observa que los niveles de CE al final de la FML conducida 
por O. oeni A fueron muy bajos, no llegando a 4 µg/L. Sólo fue significativamente 
diferente el valor de CE obtenido en la condición B con respecto al observado en las 
demás condiciones. Esto era de esperar, ya que esta condición contenía un 50% más 
de etanol, precursor del CE, que las demás condiciones estudiadas. Ough (1988a) ya 
demostró la relación directa entre la concentración de etanol y el CE formado.  
El contenido en CEP se relaciona directamente con el aumento en el contenido 
de citrulina al final del consumo del ácido L-málico. Se observó una buena correlación 
(r = 0,90) entre los niveles de CEP y las concentraciones de citrulina al final de la 
degradación del ácido L-málico a partir de las experiencias realizadas en vino 
simulado con 10% (v/v) de etanol (condiciones A, C, D y F).  
 
Tabla 4.11. Concentraciones de CE y CEP al final de los consumos de ácido L-málico y de 
arginina para las cepas O. oeni A, O. oeni 217T y L. plantarum CECT 5671 en todas las 
condiciones estudiadas. 
 Final del consumo del ácido L-málico Final del consumo de la arginina  a 
 CE (µg/L) CE potencial ( µg/L) CE (µg/L) CE potencial ( µg/L) 
















A 1,4 2,9 4,3 119 165 124 2,4 2,6 3,5 257 227 183 
B 3,6 b c 157 b c 4,7 5,6 3,5 163 172 301 
C 1,8 6,4 c 78 82 c 4,0 4,7 2 132 165 131 
D 1,7 1,8 2,9 153 98 167 1,7 1,9 2,4 177 267 177 
E 1,8 4,2 5,4 202 88 200 1,9 6,9 5,4 145 207 200 
F NDd 2,3 1,1 108 142 141 4,1 1,9 1,1 251 400 141 
Los valores son un promedio de dos replicados. 
a Final de la incubación en el caso de L. plantarum CECT 5671 
b Los consumos de ácido L- málico y de arginina no fueron completos. 
c El consumo de ácido L- málico no fue completo. 
d ND: no detectado 
 
Los niveles de CE al final de la degradación de la arginina también fueron bajos 
y no alcanzaron los 5 µg/L.  
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En las experiencias llevadas a cabo con la cepa de O. oeni CECT 217T en vino 
simulado, los niveles de CE obtenidos fueron menores a 7 µg/L (tabla 4.11).  
Se observó una correlación lineal (r = 0,95) entre los niveles de CE potencial y 
de citrulina al final de la degradación del ácido L-málico en las experiencias 
conducidas a 10% (v/v) de etanol, exceptuando la experiencia a una temperatura más 
baja (condición F). Para esta cepa también se observó una buena correlación (r = 
0,97) entre los niveles de CEP y de citrulina al final de la degradación de la arginina, 
para las mismas condiciones.  
La correlación obtenida para las cepas de O. oeni A y CECT 217T entre la 
citrulina producida y el CEP en las experiencias llevadas a cabo a 10% (v/v) de etanol 
permite anticipar los niveles de CEP que se pueden obtener al final del consumo del 
ácido L-málico en base a los niveles de citrulina producidos durante el metabolismo 
bacteriano de la arginina en la FML, utilizando la ecuación de regresión obtenida para 
cada cepa, lo que evita tener que realizar la determinación del CEP, tal como han 
descrito previamente Liu et al. (1994) para L. buchneri y Azevedo et al. (2002) para L. 
hilgardii en vino fortificado. Esto tiene importancia enológica, ya que estos niveles de 
CE podrían formarse durante periodos de almacenamiento prolongados a 
temperaturas normales de conservación de los vinos (Stevens y Ough, 1993), tal como 
justifican los mayores niveles de CE encontrados en vinos crianza y reserva españoles 
en comparación a los hallados en vinos jóvenes (Uthurry et al., 2004; Uthurry, 2005). 
A partir de las experiencias de este estudio, observamos que las condiciones 
que principalmente favorecen la formación de CE al final de la FML llevada a cabo por  
las cepas de O. oeni fueron un mayor contenido en etanol para la cepa A y un pH 
vínico más bajo para la cepa CECT 217T. Se sabe que la etanólisis (reacción entre 
etanol y un compuesto carbamílico) se ve favorecida a bajo pH (Ough et al., 1988a; 
Monteiro et al., 1989). No obstante, la formación potencial de CE ha sido en el 
presente ensayo mayor a pHs más altos, una condición que, hemos visto, favorece el 
crecimiento y metabolismo de las BL.  
La conversión química de citrulina en CE fue dependiente de cepa. El 
rendimiento fue de 3,5% y 2,6% para las cepas A y CECT 217T respectivamente en 
términos molares. Estos niveles son levemente superiores a los observados por Liu et 
al. (1994) y fueron mayores en la condición B, con mayor contenido en etanol. Sin 
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embargo, la conversión molar de citrulina a CE es baja, lo que concuerda con los 
estudios cinéticos llevados a cabo por Ough et al. (1988a).  
Para la cepa de L. plantarum CECT 5671, los niveles obtenidos de CE fueron 
similares a los alcanzados por las cepas estudiadas de O. oeni, y fueron menores a 6 
µg/L al final del ensayo. Aunque la degradación de arginina y la producción de citrulina 
han sido virtualmente nulas, los niveles de CEP son comparables a los obtenidos con 
las cepas de O. oeni estudiadas. Podría haber otro u otros compuestos presentes que 
puedan contribuir a la formación de CE por esta cepa, proveniente, quizás, del mosto 
concentrado utilizado para preparar el vino simulado. Se excluyen metabolitos 
derivados de la actividad metabólica de las levaduras con la utilización de vino 
simulado. 
Arena y Manca de Nadra (2005) reportaron un aumento de un 23% en los 
niveles de CE si el etanol del medio aumentaba de 10 a 15%. En el presente trabajo, 
para el mismo incremento en las concentraciones de etanol, se observa un aumento 
de un 123%, como media, en los niveles de CE (valores entre 96 y 157%, tabla 4.11) 
para las cepas de O. oeni ensayadas y variando solamente el contenido en etanol. 
Esto no es tan claro para L. plantarum. 
4.2.6 Consumo de azúcares, producción de ácido acético y cambios de 
pH   
En la tabla 4.12 se presenta el consumo de azúcares (glucosa y fructosa) y la 
producción de ácido acético durante la degradación del ácido L-málico para todas las 
cepas ensayadas.  
O. oeni A degradó más azúcares en aquellas condiciones en las que el ácido L-
málico fue consumido más rápidamente, lo que también se vio reflejado en mayores 
rangos de crecimiento. Para la cepa de O. oeni CECT 217T el consumo de azúcares 
fue más uniforme en todas las condiciones.  
La producción de ácido acético se correlacionó bien con el consumo de 
azúcares, especialmente en las cepas de O. oeni ensayadas, con las que se 
obtuvieron coeficientes de correlación de 0,94 y 0,71 para las cepas A y 217T 
respectivamente. Los niveles de ácido acético alcanzados por las cepas de O. oeni 
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fueron menores a 0,25 g/L, niveles que normalmente se alcanzan cuando la FML 
ocurre en vino.  
 
Tabla 4.12. Consumo de ácido L-málico y glucosa, y producción de ácido acético para las 
cepas O. oeni A, O. oeni 217T y L. plantarum CECT 5671 en todas las condiciones estudiadas. 



















A 100 100 100 0,71 1,80 1,78 0,20 0,14 0,11 
B 98 0 35 0 0 0 0,09 0,05 0,06 
C 100 100 19 0 1,60 0 0,13 0,18 0 
D 100 100 99 1,95 1,18 2,12 0,25 0,21 0,04 
E 100 100 99 0,41 1,48 2,74 0,13 0,24 0,08 
F 98 99 99 1,20 1,30 1,23 0,21 0,16 0,03 
Los valores son un promedio de dos replicados. 
*La concentración inicial de azúcares (glucosa y fructosa) fue de 4,07 ± 0,14 g/L. 
 
L. plantarum CECT 5671 consumió, en general, más azúcares que las cepas 
de O. oeni en aquellas condiciones en las que fue capaz de degradar el ácido L-
málico, pero los niveles de ácido acético producidos fueron menores que los 
alcanzados por aquellas, lo que se justifica por su carácter heterofermentativo 
facultativo.  
El consumo de azúcares tiene importancia enológica debido a que cepas 
heterofermentativas pueden consumir azúcares residuales presentes en el vino 
llevando a la formación de cantidades variables de ácido acético que podrían exceder 
los límites legales o tornar un vino inaceptable desde un punto de vista sensorial 
(Ribéreau-Gayon et al., 2000). 
La tabla 4.13 muestra los valores de pH al final de la incubación para todas las 
cepas y experiencias realizadas. Los valores alcanzados por ambas cepas de O. oeni 
(cepas A y CECT 217T) fueron más altos que los adquiridos por L. plantarum CECT 
5671. Esto puede ser explicado por la capacidad de las cepas de O. oeni para 
degradar efectivamente la arginina, lo que eleva los niveles de nitrógeno amoniacal 
(los datos no se muestran), elevando así los niveles de pH del medio, y también por la 
mayor efectividad que mostraron estas cepas para consumir el ácido L-málico. 
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Tabla 4.13. Valores de pH al final de la incubación de las cepas O. oeni A, O. oeni 217T y L. 
plantarum CECT 5671 en todas las condiciones estudiadas. 
 
Condición A B C D E F 
pH previo a la FML 3,70 3,74 3,41 4,01 3,72 3,73 
O. oeni A (43 días) 4,06 3,93 3,82 4,24 4,01 4,20 
O. oeni CECT 217T (74 días)* 4,15 3,80 3,85 4,32 4,08 4,10 
L. plantarum CECT 5671 (43 días) 3,58 3,83 3,44 3,69 3,72 3,65 
Los valores son un promedio de dos replicados. 
FML: fermentación maloláctica. 
*120 días en la condición E. 
 
4.2.7 Conclusiones 
El consumo de ácido L-málico se correlacionó con el aumento de la biomasa en 
las experiencias llevadas a cabo con las dos cepas de O. oeni ensayadas, pero no 
explicó totalmente este aumento, ya que se observó una mayor población bacteriana 
después del agotamiento del ácido L-málico en las condiciones en las que la 
degradación de la arginina fue más adelantada, que se correlacionó bien con la 
degradación de la arginina para las ambas cepas. De estas observaciones podemos 
concluir que el catabolismo de la arginina aumenta el crecimiento de O. oeni en 
algunas condiciones.  
Diferentes autores observaron que O. oeni podía degradar la arginina a niveles 
de pH vínicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pH más bajos (3,2 - 3,3) (Liu et al., 
1995a; Mira de Orduña et al., 2001), demostrando que el metabolismo de la arginina 
por O. oeni es afectado por el pH. En este estudio, las cepas estudiadas de O. oeni 
fueron capaces de degradar la arginina a todos los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 
y 4,0), en aquellos casos en los que la FML tuvo lugar, y de excretar cantidades 
considerables de citrulina.  
El pH influyó el rango de conversión de arginina a citrulina, que fue ligeramente 
mayor a pH 4,0 que a valores de pH más bajos.  
El metabolismo de la arginina por las cepas de O. oeni se vio afectado por el 
contenido de etanol y, aunque el consumo de la arginina disminuyó al aumentar la 
concentración de etanol, la actividad maloláctica de la cepa A de O. oeni no fue 
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inhibida por una concentración de etanol de 15% v/v, lo que sugiere que la enzima 
maloláctica tiene mayor resistencia al etanol que otras actividades metabólicas. 
En aquellos casos en los que el ácido L-málico fue completamente degradado, 
la degradación de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la degradación del 
mismo en todas las cepas testadas. Esto representa una ventaja técnica, al permitir al 
enólogo evitar la degradación de la arginina eliminando las células o inhibiendo la 
actividad celular cuando ha terminado el consumo del ácido L-málico en el vino, con el 
fin de evitar no sólo la formación de citrulina sino, también, un gran ascenso del pH, 
que puede provocar un cambio en las características organolépticas del vino y 
favorecer la propagación de microorganismos indeseables. No se observó (o ha sido 
mínima) degradación de arginina en los casos en que no se realizó la FML.  
Para las cepas ensayadas de O. oeni el contenido en CEP se correlacionó 
directamente con el aumento en el contenido de citrulina al final del consumo del ácido 
L-málico, y fue mayor en aquellas condiciones donde se observó un crecimiento y 
metabolismo más rápido. Por lo tanto, la citrulina es un buen indicador de las 
concentraciones de CE que podrían formarse en el vino luego de periodos 
prolongados de almacenamiento. 
Las condiciones que principalmente favorecieron la formación de CE al final de 
la FML llevada a cabo por  las cepas de O. oeni fueron un mayor contenido en etanol, 
un precursor, y un pH vínico más bajo, tal y como ya se ha descrito en la bibliografía 
(Ough et al., 1988a, Trioli y Colagrande, 1991). Pero la formación potencial de CE 
resultó mayor a pHs más alcalinos del vino, condición que, hemos visto, favorece el 
crecimiento y metabolismo de las BL. En el caso de L. plantarum, las condiciones que 
observamos más favorecen la producción de CE, y también de CEP, durante la FML 
son las concentraciones de etanol y de ácido L-málico. 
La cepa estudiada de L. plantarum no fue capaz de degradar la arginina y no 
excretó citrulina en las diferentes condiciones estudiadas, aunque los niveles 
obtenidos de CE fueron similares a los alcanzados por las cepas testadas de O. oeni. 
Proponemos que podría haber otro u otros compuestos presentes que puedan 
contribuir a la formación de CE por esta cepa. 
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4.3 RELACIÓN ENTRE CARACTERÍSTICAS ENOLÓGICAS DE MOSTOS Y 
VINOS Y LA  FORMACIÓN  DE  CE 
Con los resultados de este estudio se está elaborando un artículo titulado 
Relation between oenological characteristics of musts and wines and the formation of 
ethyl carbamate.  
4.3.1 Antecedentes 
En la vendimia de 2003 se recogieron muestras de mostos y de vinos, tanto al 
finalizar la FA (FFA) como al finalizar la FML (FFML), de 81 vinificaciones llevadas a 
cabo en la bodega experimental de la Estación Enológica de Reus (INCAVI) con el fin 
de evaluar la influencia de diferentes parámetros, como la variedad de la uva, la 
procedencia y otros parámetros enológicos habituales, sobre el metabolismo de la 
arginina y la producción de CE y sus precursores. También se pretendía determinar la 
posible influencia sobre el metabolismo de la arginina de la infección de la uva por 
Botrytis cinerea (Sponholz, 1991) con estas muestras.  
El nivel de nitrógeno asimilable presente en mostos es específico del viñedo y 
varía con el tipo de suelo en que está implantado, la variedad de uva, el portainjerto 
utilizado, la fertilización y las prácticas de riego, el grado de madurez, así como con el 
deterioro microbiológico que puede ocurrir previo a la cosecha (Zoecklein et al., 1995). 
En lo que a esto se refiere, el crecimiento de hongos en la uva puede alterar 
significativamente la distribución cualitativa y cuantitativa de los aminoácidos (Dittrich, 
1987). Sponholz (1991) informó que el metabolismo de B. cinerea en uvas infectadas 
puede alterar la composición y el contenido de aminoácidos. Como media, el hongo 
consume un 41% del total de aminoácidos, aunque la disminución individual para cada 
aminoácido es bastante diferente, pudiendo variar entre 7% y 61% dependiendo del 
aminoácido. Se observó también un consumo de 24% del amonio. Con esta 
disminución, el nivel de nitrógeno asimilable en el mosto puede caer por debajo de los 
niveles necesarios para que S. cerevisiae complete la FA. Sponholz (1991) evidenció 
también que la utilización de aminoácidos aumentaba en casos de uva infectada por B. 
cinerea. Además, la utilización de aminoácidos es diferente para los diferentes 
aminoácidos y depende de la composición del mosto. Algunos aminoácidos son 
totalmente consumidos durante la FA pero, si la composición de aminoácidos es 
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suficiente para la nutrición de la levadura, la levadura no utiliza grandes cantidades de 
arginina con este fin. La levadura acumula aminoácidos como la arginina en grandes 
concentraciones en vacuolas. Ante una carencia de nitrógeno la arginina es liberada y 
utilizada más intensamente (Sponholz, 1991). En el presente trabajo se pretendía 
confirmar la disminución en los niveles de nitrógeno asimilable y, más concretamente, 
de arginina en uvas afectadas por B. cinerea, la mayor utilización de arginina en estas 
uvas y su posible influencia en la formación de citrulina y de CE.  
4.3.2 Controles analíticos 
En el mosto, vino de FFA y vino de FFML se realizaron las determinaciones 
analíticas habituales: grado alcohólico probable, acidez total, pH, ácidos L-málico, 
tartárico y glucónico y glicerol en mosto; masa volúmica, grado alcohólico adquirido, 
acidez total, pH, acidez volátil, glucosa y fructosa, glicerol y ácidos L-málico, tartárico y 
glucónico en vino de FFA; grado alcohólico adquirido, acidez total, pH, acidez volátil, 
SO2 libre, SO2 total, glucosa y fructosa, glicerol, ácidos L-málico, tartárico y L-láctico e 
índice de polifenoles totales en vino de FFML. Además, se determinaron citrulina, 
arginina, urea y nitrógeno en mostos, vinos de FFA y vinos de FFML.  
Como los valores de SO2 libre y SO2 total determinados en los vinos de FFML 
no derivaban del metabolismo microbiano, no se han tenido en cuenta en el análisis 
estadístico de los datos.  
4.3.3 Análisis de Correlaciones I 
Los resultados de los análisis de los parámetros enológicos de los mostos y 
vinos de FFA, y de FFML de las 81 vinificaciones estudiadas se encuentran en el 
anexo E.  
Como en muchos casos varias de las vinificaciones estudiadas provenían de 
clones y los vinos obtenidos dentro de cada grupo de clones presentaban unos 
resultados analíticos muy similares, se realizó una primera criba de las muestras 
totales, resultando finalmente el volumen de vinificaciones estudiadas de 56. En los 
mostos y vinos obtenidos de estas 56 vinificaciones se realizaron las analíticas para la 
determinación de los precursores de CE y del contenido nitrogenado y se calcularon 
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los consumos de arginina y producción de citrulina durante la FA y la FML. Estos 
resultados se presentan en el anexo F.  
Con los resultados de los vinos y mostos de estas 56 vinificaciones se realizó 
un primer análisis de correlación para determinar si existía alguna relación entre las 
distintas variables determinadas, principalmente, buscando una correlación entre la 
concentración de precursores del CE, el consumo de arginina o la producción de 
citrulina y algún parámetro enológico de los mostos y vinos. Para ello se realizó el 
procedimiento de correlaciones bivariadas con el programa SPSS que calcula el 
coeficiente de correlación de Pearson. El coeficiente de correlación de Pearson 
permite cuantificar el grado de asociación lineal entre dos variables cuantitativas. El 
coeficiente de correlación de Pearson toma valores entre -1 y 1: un valor de 1 indica 
relación lineal perfecta positiva; un valor de -1 indica relación lineal perfecta negativa; 
un valor de 0 indica relación lineal nula. Es importante señalar que, aunque dos 
variables estén perfectamente relacionadas, el coeficiente de correlación de Pearson 
no será un estadístico adecuado para medir su asociación si esa asociación no es 
lineal. Además, un coeficiente de correlación alto no implica causalidad. Dos variables 
pueden estar linealmente relacionadas sin que esto implique que una sea la causa de 
la otra.  
En las tablas 4.14, 4.15, 4.16, 4,17 y 4.18 se resumen las correlaciones 
obtenidas entre las diferentes variables. Estas tablas ofrecen información referida al 
coeficiente de correlación de Pearson. El programa SPSS ofrece una matriz de 
correlaciones cuadrada, con unos (1) en la diagonal (pues la relación entre una 
variable y ella misma es perfecta) y con los coeficientes de correlación de Pearson 
entre cada dos variables, duplicados en los triángulos superior e inferior de la matriz. 
Cada coeficiente aparece acompañado del número de casos sobre el que ha sido 
calculado (N) y del nivel crítico bilateral que le corresponde (Sig. bilateral). El nivel 
crítico permite decidir sobre la hipótesis nula de independencia lineal, o sea, sobre la 
hipótesis de que el coeficiente de correlación vale cero en la población. Rechazaremos 
la hipótesis nula de independencia, concluyendo que existe relación lineal 
significativa, cuando  el nivel crítico sea menor que  el nivel de significación 
establecido, 0,05. Aquí no se exponen la totalidad de los resultados obtenidos entre 
todos los factores y parámetros analizados, sino sólo aquellos en los que hubo 
correlación y que presentaban alguna trascendencia en el presente estudio. Estos 
últimos se destacan en negrita.  
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Tabla 4.14. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 








Arginina Urea Amonio 
Nitrógeno 
Total 
C. P. 1 -0,51(**) 0,95(**) -0,43(**) -0,25 -0,49(**) -0,44(**) 
S. (b)   0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 
Grado de 
podrido 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,51(**) 1 -0,57(**) 0,56(**) 0,42(**) 0,65(**) 0,52(**) 
S. (b) 0,00   0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
Ácido 
Tartárico 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,95(**) -0,57(**) 1 -0,35(**) -0,19 -0,50(**) -0,35(**) 
S. (b) 0,00 0,00   0,01 0,15 0,00 0,01 
Ácido 
Glucónico 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,43(**) 0,56(**) -0,35(**) 1 0,45(**) 0,52(**) 0,60(**) 
S. (b) 0,00 0,00 0,01   0,00 0,00 0,00 
Arginina 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,25 0,42(**) -0,194 0,46(**) 1 0,79(**) 0,76(**) 
S. (b) 0,06 0,00 0,15 0,00   0,00 0,00 
Urea 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,49(**) 0,65(**) -0,50(**) 0,52(**) 0,79(**) 1 0,82(**) 
S. (b) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00   0,00 
Amonio 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,44(**) 0,52(**) -0,35(**) 0,60(**) 0,76(**) 0,82(**) 1 
S. (b) 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00   
Nitrógeno 
Total 
N 56 56 56 56 56 56 56 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
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Tabla 4.15. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 


























C. P. 1 -0,12 -0,06 0,22 0,50(**) -0,13 0,03 -0,27(*) 0,22 0,26 -0,23 -0,16 0,32(*) -0,05 
S. (b)  0,37 0,63 0,11 0,00 0,33 0,83 0,05 0,11 0,05 0,08 0,25 0,02 0,69 
Grado de 
podrido 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,12 1 -0,10 -0,16 -0,46(**) -0,23 -0,34(*) 0,35(**) -0,28(*) -0,26(*) -0,31(*) 0,44(**) -0,23 0,29(*) 
S. (b) 0,37   0,45 0,24 0,00 0,09 0,01 0,01 0,04 0,05 0,02 0,00 0,09 0,03 
Tipo 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,06 -0,10 1 0,22 0,31(*) 0,03 0,07 -0,14 0,49(**) 0,08 0,43(**) -0,22 -0,03 -0,11 




N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,22 -0,16 0,22 1 0,57(**) -0,56(**) 0,28(*) 0,01 0,13 -0,08 -0,24 -0,08 0,30(*) -0,16 
S. (b) 0,11 0,24 0,11   0,00 0,00 0,03 0,94 0,34 0,58 0,07 0,58 0,02 0,24 
Acidez 
Total 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,50(**)-0,46(**) 0,31(*) 0,57(**) 1 -0,08 0,28(*) -0,44(**) 0,57(**) 0,32(*) 0,20 -0,41(**) 0,42(**) -0,29(*) 
S. (b) 0,00 0,00 0,02 0,00  0,54 0,03 0,00 0,00 0,02 0,15 0,00 0,00 0,03 
Acidez 
Volátil 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,13 -0,23 0,03 -0,56(**) -0,08 1 0,50(**) -0,70(**) 0,34(*) 0,44(**) 0,54(**) -0,38(**) -0,03 -0,04 
S. (b) 0,33 0,09 0,84 0,00 0,54  0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,84 0,74 
pH 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,03 -0,34(*) 0,07 0,28(*) 0,28(*) 0,50(**) 1 -0,63(**) 0,23 0,26 0,14 -0,36(**) 0,08 -0,05 
S. (b) 0,83 0,01 0,62 0,03 0,03 0,00  0,00 0,10 0,06 0,32 0,01 0,54 0,73 
Ácido 
Málico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,27(*) 0,35(**) -0,14 0,01 -0,44(**) -0,70(**) -0,63(**) 1 -0,60(**) -0,59(**) -0,50(**) 0,58(**) -0,28(*) 0,19 
S. (b) 0,05 0,01 0,31 0,94 0,00 0,00 0,00   0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,16 
Ácido  
Tartárico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,22 -0,28(*) 0,49(**) 0,13 0,57(**) 0,34(*) 0,23 -0,60(**) 1 0,52(**) 0,63(**) -0,36(**) 0,23 -0,28(*) 
S. (b) 0,11 0,04 0,00 0,34 0,00 0,01 0,10 0,00  0,00 0,00 0,01 0,08 0,04 
Glicerol 
 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. 0,26 -0,26(*) 0,08 -0,08 0,32(*) 0,44(**) 0,26 -0,59(**) 0,52(**) 1 0,52(**) -0,43(**) 0,22 -0,19 
S. (b) 0,05 0,05 0,56 0,58 0,02 0,00 0,06 0,00 0,00  0,00 0,00 0,10 0,17 
Amonio 
 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,23 -0,31(*) 0,43(**) -0,24 0,20 0,54(**) 0,14 -0,50(**) 0,63(**) 0,52(**) 1 -0,40(**) 0,14 -0,25 
S. (b) 0,08 0,02 0,00 0,07 0,15 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00  0,00 0,32 0,06 
Arginina 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,16 0,44(**) -0,22 -0,08 -0,41(**) -0,38(**) -0,36(**) 0,58(**) -0,36(**) -0,43(**) -0,40(**) 1 -0,08 0,29(*) 
S. (b) 0,25 0,00 0,10 0,58 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00  0,53 0,03 
Citrulina 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
 
C. P. 0,32(*) -0,23 -0,03 0,30(*) 0,42(**) -0,03 0,08 -0,28(*) 0,23 0,22 0,14 -0,08 1 -0,72(**) 
S. (b) 0,02 0,09 0,82 0,02 0,00 0,84 0,54 0,03 0,08 0,10 0,32 0,53  0,00 
Consumo 
de      
Arginina  
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P. -0,05 0,29(*) -0,11 -0,16 -0,29(*) -0,04 -0,05 0,19 -0,28(*) -0,19 -0,25 0,29(*) -0,72(**) 1 




N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
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Tabla 4.16. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos del mosto y 
precursores del CE, consumo de arginina y producción de citrulina de los vinos al FFA.  



























C. P. 1 1,00(**) 0,06 0,33(*) 0,10 0,11 0,35(**) 0,42(**) 0,46(**) -0,31(*) 0,18 -0,34(*)
S. (b)  0,00 0,65 0,01 0,45 0,42 0,01 0,00 0,00 0,02 0,18 0,01
ºBrix 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 1,00(**) 1 0,06 0,33(*) 0,10 0,11 0,35(**)0,42(**) 0,46(**) -0,31(*) 0,18 -0,34(*)
S. (b) 0,00   0,66 0,01 0,44 0,42 0,01 0,00 0,00 0,02 0,18 0,01
Grado 
Probable 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,06 0,06 1 -0,26 -0,23 0,32(*) 0,06 0,27(*) 0,02 -0,30(*) -0,06 0,05
S. (b) 0,65 0,66  0,06 0,08 0,02 0,68 0,04 0,91 0,03 0,64 0,72
Ácido 
Málico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,33(*) 0,33(*) -0,26 1 0,56(**) 0,42(**) 0,65(**) 0,52(**) 0,36(**) -0,04 -0,25 -0,05
S. (b) 0,01 0,01 0,06  0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,74 0,06 0,74
Ácido  
Tartárico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,10 0,10 -0,23 0,56(**) 1 0,46(**) 0,52(**) 0,60(**)0,38(**) 0,10 -0,59(**) 0,20
S. (b) 0,45 0,44 0,08 0,00  0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,00 0,15
Arginina 
mosto 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,11 0,11 0,32(*) 0,42(**) 0,46(**) 1 0,79(**) 0,76(**) 0,26 -0,06 -0,37(**) 0,08
S. (b) 0,42 0,42 0,02 0,00 0,00  0,00 0,00 0,05 0,64 0,00 0,56
Urea 
mosto 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,35(**) 0,35(**) 0,06 0,65(**) 0,52(**) 0,79(**) 1 0,82(**) 0,34(*) -0,08 -0,40(**) 0,08
S. (b) 0,01 0,01 0,68 0,00 0,00 0,00  0,00 0,01 0,55 0,00 0,54
Amonio 
mosto 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,42(**) 0,42(**) 0,27(*) 0,52(**) 0,60(**) 0,76(**) 0,82(**) 1 0,57(**) -0,23 -0,38(**) 0,06




mosto N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,46(**) 0,46(**) 0,02 0,36(**) 0,38(**) 0,26 0,34(*) 0,57(**) 1 -0,40(**) 0,14 -0,25
S. (b) 0,00 0,00 0,91 0,01 0,00 0,05 0,01 0,00  0,00 0,32 0,06
Arginina 
FFA 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. -0,31(*) -0,31(*) -0,30(*) -0,04 0,10 -0,06 -0,08 -0,23 -0,40(**) 1 -0,08 0,29(*)
S. (b) 0,02 0,02 0,03 0,74 0,45 0,64 0,55 0,083 0,00  0,53 0,03
Citrulina 
FFA 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. 0,18 0,18 -0,06 -0,25 -0,59(**) -0,37(**) -0,40(**) -0,38(**) 0,14 -0,08 1 -0,72(**)




FFA N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P. -0,34(*) -0,34(*) 0,05 -0,05 0,20 0,08 0,08 0,06 -0,25 0,29(*) -0,72(**) 1




FFA N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
Resultados y Discusión 
 113 
Tabla 4.17. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 




























C. P. 1 -0,28(*) -0,08 -0,20 0,11 0,20 0,07 -0,17-0,49(**) 0,53(**) -0,39(*) -0,17 0,11 -0,06
S. (b)   0,05 0,56 0,17 0,43 0,15 0,60 0,22 0,00 0,00 0,02 0,31 0,53 0,73
Grado de 
podrido 
N 56 56 53 53 53 53 53 52 38 38 38 38 38 38
C. P. -0,27(*) 1 0,21 0,07 0,32(*) -0,48(**) 0,02 0,28(*) 0,05 -0,38(*) 0,08 0,33(*) 0,15 0,23
S. (b) 0,05  0,13 0,63 0,02 0,00 0,89 0,04 0,78 0,02 0,65 0,04 0,38 0,16
Proce-
dencia 
N 56 56 53 53 53 53 53 52 38 38 38 38 38 38
C. P. -0,08 0,21 1 0,57(**) 0,23 -0,04 0,50(**) 0,16 0,28 -0,23 0,60(**) -0,29 0,22 -0,15
S. (b) 0,56 0,13  0,00 0,10 0,80 0,00 0,26 0,10 0,17 0,00 0,08 0,20 0,37
Grado  
alcohólico 
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
C. P. -0,19 0,070,57(**) 1 0,51(**) -0,11 0,29(*) -0,13 0,36(*) -0,14 0,57(**) 0,01 -0,18 -0,05
S. (b) 0,17 0,63 0,00  0,00 0,44 0,03 0,35 0,03 0,40 0,00 0,95 0,31 0,76
G/F 
residual 
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
C. P. 0,11 0,32(*) 0,23 0,51(**) 1 -0,20 0,24 -0,00 -0,20 -0,12 -0,45(**) 0,58(**) -0,14 0,40(*)
S. (b) 0,43 0,02 0,10 0,00  0,16 0,08 0,98 0,25 0,50 0,01 0,00 0,42 0,01
Acidez 
Total 
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
C. P. 0,20 -0,48(**) -0,04 -0,11 -0,20 1 0,58(**)0,47(**) 0,12 0,46(**) 0,09 0,03 -0,39(*) -0,05
S. (b) 0,15 0,00 0,80 0,44 0,16  0,00 0,00 0,49 0,00 0,60 0,86 0,02 0,76
Acidez 
Volátil 
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
C. P. 0,07 0,020,50(**) 0,29(*) 0,24 0,58(**) 10,45(**) 0,23 -0,00 0,21 0,19 -0,34(*) 0,10
S. (b) 0,60 0,89 0,00 0,03 0,08 0,00  0,00 0,18 0,99 0,22 0,27 0,04 0,56
Glicerol 
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
C. P. -0,17 0,28(*) 0,16 -0,13 -0,00 0,47(**) 0,45(**) 1 -0,06 -0,34(*) 0,03 0,43(**) -0,08 0,22
S. (b) 0,22 0,04 0,26 0,35 0,98 0,00 0,00  0,74 0,04 0,87 0,01 0,65 0,21
A280 
N 52 52 52 52 52 52 52 52 36 36 36 36 36 36
C. P. 0,49(**) 0,05 0,28 0,36(*) -0,20 0,20 0,23 -0,06 1 0,22 0,44(**) 0,02 -0,37(*) -0,01
S. (b) 0,00 0,78 0,10 0,03 0,25 0,49 0,18 0,74  0,19 0,00 0,88 0,02 0,94
Amonio  
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P. 0,53(**) -0,38(*) -0,23 -0,14 -0,12 0,46(**) -0,00-0,34(*) 0,22 1 0,05 -0,35(*) -0,11 -0,14
S. (b) 0,00 0,02 0,17 0,40 0,49 0,00 0,99 0,04 0,19  0,77 0,03 0,51 0,41
Nitrógeno 
Total 
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P. -0,39(*) 0,080,60(**) 0,57(**) -0,45(**) 0,09 0,21 0,03 0,44(**) 0,05 1 -0,48(**) 0,28 -0,23
S. (b) 0,02 0,65 0,00 0,00 0,01 0,60 0,22 0,87 0,00 0,77  0,00 0,09 0,17
Arginina  
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P -0,17 0,33(*) -0,29 0,01 0,58(**) 0,03 0,190,43(**) 0,02 -0,35(*) -0,48(**) 1 -0,50(**) 0,46(**)
S. (b) 0,31 0,04 0,08 0,95 0,00 0,86 0,27 0,01 0,88 0,03 0,00  0,00 0,00
Citrulina 
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P. 0,11 0,15 0,22 -0,18 -0,14 -0,39(*) -0,34(*) -0,08 -0,37(*) -0,11 0,28 -0,50(**) 1 0,12
S. (b) 0,53 0,38 0,20 0,31 0,42 0,02 0,04 0,65 0,02 0,51 0,09 0,00  0,48
Consumo 
de Arginina 
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P. -0,06 0,23 -0,15 -0,05 ,40(*) -0,05 0,10 0,22 -0,01 -0,14 -0,23 0,46(**) 0,12 1
S. (b) 0,73 0,16 0,37 0,76 0,01 0,76 0,56 0,21 0,94 0,41 0,17 0,00 0,48  
Producción 
de Citrulina 
N 38 38 36 36 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
G/F: glucosa + fructosa. 
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Tabla 4.18. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos del mosto y 
precursores del CE, consumo de arginina y producción de citrulina de los vinos al FFML. 


























C. P. 1 1,00(**) 0,40(**) 0,06 0,33(*) -0,19 0,11 0,35(**) 0,42(**) 0,42(**) 0,22 -0,21 0,09
S. (b)   0,00 0,00 0,65 0,01 0,15 0,42 0,01 0,00 0,01 0,19 0,20 0,58
ºBrix 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 1,00(**) 1 0,40(**) 0,06 0,33(*) -0,19 0,11 ,035(**) 0,42(**) 0,42(**) 0,22 -0,21 0,09
S. (b) 0,00  0,00 0,66 0,01 0,15 0,42 0,01 0,00 0,01 0,19 0,20 0,58
Grado 
Probable 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,40(**) 0,40(**) 10,37(**) -0,15 0,27(*) -0,05 -0,18 -0,08-0,43(**) 0,38(*) -0,17 0,37(*)
S. (b) 0,00 0,00  0,00 0,28 0,05 0,70 0,17 0,54 0,01 0,02 0,31 0,02
Acidez 
Total  
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,06 0,06 0,37(**) 1 -0,26 0,10 0,32(*) 0,06 0,27(*) -0,05 -0,34(*) 0,23 -0,11
S. (b) 0,65 0,66 0,00  0,06 0,45 0,02 0,68 0,04 0,76 0,04 0,16 0,52
Ácido 
Málico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,33(*) 0,33(*) -0,15 -0,26 1 -0,57(**) 0,42(**) 0,65(**) 0,52(**) 0,46(**) -0,10 -0,17 -0,30
S. (b) 0,01 0,01 0,28 0,06  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,31 0,07
Ácido 
Tartárico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. -0,19 -0,19 0,27(*) 0,10 -0,57(**) 1 -0,19 -0,50(**) -0,36(**) -0,34(*) -0,22 0,04 -0,10
S. (b) 0,15 0,15 0,05 0,50 0,00  0,15 0,00 0,01 0,03 0,19 0,82 0,56
Ácido 
Glucónico 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,11 0,11 -0,05 0,32(*) 0,42(**) -0,20 1 0,79(**) 0,76(**) 0,51(**) -0,51(**) 0,17 -0,26
S. (b) 0,42 0,42 0,70 0,02 0,00 0,15  0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,12
Urea 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,35(**) 0,35(**) -0,18 0,06 0,65(**) -0,50(**) 0,79(**) 1 0,82(**) 0,68(**) -0,41(*) 0,21 -0,19
S. (b) 0,01 0,01 0,17 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,21 0,25
Amonio  
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,42(**) 0,42(**) -0,08 0,27(*) 0,52(**) -0,36(**) 0,76(**) 0,82(**) 1 0,74(**) -0,45(**) 0,01 -0,23
S. (b) 0,00 0,00 0,54 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00  0,00 0,00 0,96 0,16
Nitrógeno 
Total 
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
C. P. 0,42(**) 0,42(**) -0,43(**) -0,05 0,46(**) -0,34(*) 0,51(**) 0,68(**) 0,74(**) 1 -0,48(**) 0,28 -0,23
S. (b) 0,01 0,01 0,01 0,76 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00  0,00 0,09 0,17
Arginina 
FFML 
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
C. P. 0,22 0,22 0,38(*) -0,34(*) -0,10 -0,22 -0,51(**) -0,41(*) -0,45(**)-0,48(**) 1 -0,50(**) 0,46(**)
S. (b) 0,19 0,19 0,02 0,04 0,54 0,19 0,00 0,01 0,00 0,00  0,00 0,00
Citrulina 
FFML 
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
C. P. -0,21 -0,21 -0,17 0,23 -0,17 0,04 0,17 0,21 0,01 0,28 -0,50(**) 1 0,19




FML N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
C. P. 0,09 0,09 0,37(*) -0,11 -0,30 -0,10 -0,26 -0,19 -0,23 -0,23 0,46(**) 0,12 1




FML N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
FFML: final de fermentación maloláctica. 
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En la tabla 4.14 es de destacar que la arginina contenida en mosto se 
correlaciona negativamente con el contenido de ácido glucónico y con el nivel de 
afectación de la uva por B. cinerea (podrido). También, como es lógico, se 
correlaciona positivamente con el contenido nitrogenado (amonio, nitrógeno total y 
urea) y, entre los parámetros enológicos del mosto, con la concentración de ácido 
tartárico.  
Como ya se enunció, en este trabajo se pretendía confirmar que una infección 
de las uvas por B. cinerea disminuye los niveles de nitrógeno asimilable y, por ende, 
de arginina en las uvas, lo que, según se describe en la bibliografía (Sponholz, 1991), 
lleva a una mayor utilización de la arginina en los mostos provenientes de estas uvas 
durante la FA, tanto absoluta como porcentualmente. Como podemos ver en los datos 
de la tabla 4.14, hay una correlación negativa entre el nivel de podredumbre de la uva 
y los niveles de nitrógeno total, arginina y amonio. Las siguientes figuras (4.16, 4.17 y 
4.18) muestran los estadísticos y los resultados de las pruebas T para muestras 
independientes obtenidos con el programa SPSS. La prueba T para dos muestras 
independientes permite contrastar hipótesis referidas a la diferencia entre dos medias 
independientes. Al realizar esta prueba, el SPSS nos muestra en primer lugar el 
contraste de Levene (F) sobre homogeneidad o igualdad de varianzas. Para las 
medias de nitrógeno total en uvas sanas y afectadas por B. cinerea la probabilidad 
asociada al estadístico de Levene es mayor a 0,05, por lo que debemos aceptar la 
hipótesis de igualdad de varianzas y concluir que las varianzas de las medias para 
uvas sanas y afectadas son iguales en los casos analizados. Consecuentemente, 
utilizamos la información de las filas encabezadas Se han asumido varianzas iguales. 
Para las medias de arginina y amonio en uvas sanas y afectadas por B. cinerea las 
varianzas son diferentes, por lo que utilizamos la información de las filas encabezadas 
No se han asumido varianzas iguales. Observamos entonces el estadístico t, que nos 
permite contrastar la hipótesis de igualdad de medias. En todos los casos evaluados el 
nivel crítico bilateral asociado al estadístico t es menor que 0,05, por lo que podemos 
rechazar la hipótesis de igualdad de medias y concluir que, en este estudio, las 
concentraciones medias de nitrógeno total, arginina y amonio en mostos de uvas 
sanas y afectadas por B. cinerea son diferentes y, como observamos en las figuras 
4.16, 4.17 y 4.18, siempre menores en uvas afectadas por B. cinerea. Cabe aquí 
puntualizar que en este trabajo el número de muestras afectadas por B. cinerea era 
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pequeño, por lo que sería necesario un estudio mayor para generalizar esta 
conclusión.  




podrido N Media 
Desviación 
típ. 
Error típ. de 
la media 
Nitrógeno total SANA 52 258,82 79,32 11,00 










Prueba T para la igualdad de medias 
95% Intervalo de 
confianza para la 
diferencia 
 








Se han asumido 
varianzas iguales 3,82 0,06 3,56 54 0,00 142,82 40,13 62,37 223,28 
No se han asumido 
varianzas iguales 

























Barras de error: 95% IC
 
 
Figura 4.16. Comparación de medias de los niveles de nitrógeno total  en mostos de uvas 
sanas y afectadas por B. cinerea.  
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podrido N Media 
Desviación 
típ. 
Error típ. de 
la media 
Arginina SANA 52 129,02 57,06 7,91 










Prueba T para la igualdad de medias 
95% Intervalo de 
confianza para la 
diferencia 
 








Se han asumido 
varianzas iguales 
5,64 0,02 3,46 54 0 99,77 28,84 41,94 157,59 
No se han asumido 
varianzas iguales   8,73 10,53 0 99,77 11,43 74,47 125,06 
 

























Figura 4.17. Comparación de medias de los niveles de arginina  en mostos de uvas sanas y 
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podrido N Media 
Desviación 
típ. 
Error típ. de 
la media 
Amonio SANA 52 110,97 41,48 5,75 











Prueba T para la igualdad de medias 
95% Intervalo de 
confianza para la 
diferencia 
 








Se han asumido 
varianzas iguales 6,17 0,02 4,14 54 0 86,97 20,98 44,91 129,03 
No se han asumido 
varianzas iguales 























Barras de error: 95% IC
 
 
Figura 4.18. Comparación de medias de los niveles de amonio  en mostos de uvas sanas y 
afectadas por B. cinerea.  
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En los resultados de las correlaciones bivariadas obtenidas al evaluar los 
parámetros de los vinos al FFA (tabla 4.16) vemos que, nuevamente, el contenido de 
arginina se correlaciona con el amonio. Se correlaciona también positivamente con el 
grado alcohólico obtenido, con el pH y la concentración de glicerol y negativamente 
con el ácido tartárico y el nivel de citrulina al FFA. La citrulina, además de 
correlacionarse negativamente con el contenido de arginina, lo hace de igual manera 
con la acidez volátil, el pH y los contenidos de ácido málico, de glicerol y de amonio y, 
positivamente, con el contenido de ácido tartárico. Con los resultados aquí obtenidos 
evidenciamos que el nivel de podredumbre de la uva no sólo se correlaciona con el 
contenido de arginina del mosto sino, también, con el consumo de arginina durante la 
FA. Este último se correlaciona también positivamente con la acidez volátil y 
negativamente con la acidez total y el ácido tartárico y, como es lógico, se correlaciona 
negativamente con la producción de citrulina durante la FA. Tanto los niveles de 
citrulina y arginina como el consumo de citrulina al FFA se correlacionan con el tipo de 
vino (blanco o tinto). La producción de citrulina, además de correlacionarse con el 
contenido de citrulina en los vinos al FFA y con el consumo de arginina, como es 
lógico, se correlaciona negativamente con los contenidos de acidez volátil y de glicerol, 
dos metabolitos secundarios que se producen por la actividad de las levaduras durante 
la FA.  
Ya hemos concluido que las concentraciones medias de nitrógeno total, 
arginina y amonio son significativamente menores en mostos de uvas afectadas por B. 
cinerea respecto a los contenidos en uvas sanas. En este estudio pretendíamos 
también confirmar la observación realizada por Sponholz (1991) de una mayor 
utilización de aminoácidos en casos de uvas infectadas por B. cinerea durante la FA y, 
en particular, una mayor utilización de arginina. Como ya enunciamos, el nivel de 
afectación de la uva por B. cinerea se correlaciona con el consumo de arginina durante 
la FA. En la figura 4.19 se presentan los resultados de la prueba T para muestras 
independientes realizada para evaluar si las medias en el consumo de la arginina en 
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podrido N Media 
Desviación 
típ. 
Error típ. de 
la media 
Consumo de Arginina 
durante la FA 
SANA 52 -66,87 35,60 4,94 











Prueba T para la igualdad de medias 
95% Intervalo de 
confianza para la 
diferencia 
 








Se han asumido 
varianzas iguales 1,40 0,24 -2,46 54 0,02 -46,86 19,04 -85,03 -8,70 
No se han asumido 
varianzas iguales     -1,78 3,22 0,17 -46,86 26,38 -127,64 33,91 
 
























Figura 4.19. Comparación de medias de consumo de arginina durante la FA  para uvas 
sanas y afectadas por B. cinerea.  
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En este caso, como la probabilidad asociada al estadístico de Levene es mayor 
que 0,05, podemos suponer que las varianzas poblacionales son iguales y, 
consecuentemente, utilizamos la información de la fila Se han asumido varianzas 
iguales. El nivel crítico bilateral asociado al estadístico t es mayor a 0,05, por lo que 
rechazamos la hipótesis de igualdad de medias concluyendo que las medias en los 
consumos de arginina para uvas sanas y afectadas por el hongo no son 
significativamente diferentes en la población estudiada.  
En la tabla 4.16 vemos, además, que tanto el contenido de arginina al FFA 
(correlación positiva) como el consumo de la misma durante la FA (correlación 
negativa) se correlacionan con el contenido nitrogenado y el contenido de arginina del 
mosto. El contenido de arginina al FFA también se correlaciona con el contenido de 
ácido tartárico del mosto, como ya lo hacía el contenido de arginina del mosto, 
aunque, en este caso, la correlación es positiva. El consumo de arginina durante la FA 
se correlaciona negativamente con el contenido de urea del mosto. Tanto la citrulina al 
FFA como la producción de la misma durante la FA se correlacionan negativamente 
con el ºBrix y grado alcohólico probable del mosto. El nivel de citrulina al FFA se 
correlaciona también negativamente con el contenido de ácido L-málico del mosto. 
En la tabla 4.17 se presentan las correlaciones bivariadas obtenidas al evaluar 
los parámetros de los vinos al FFML. Así como ocurrió con los datos de mostos y vinos 
de FFA, el contenido de arginina se correlaciona con el amonio. Como también vimos 
al analizar los datos de mostos, el contenido de arginina al FFML se correlaciona 
negativamente con el nivel de podredumbre en la uva; también, negativamente, con la 
acidez total y, positivamente, con el grado alcohólico adquirido, como ya ocurrió al 
FFA, y el nivel de azúcares residuales en los vinos. La concentración de citrulina al 
FFML se correlaciona negativamente con el contenido de arginina, su consumo 
durante la FML y positivamente con su producción durante la FML, como es lógico. Se 
correlaciona, además, negativamente, con el contenido de nitrógeno total al FFML y, 
positivamente, con la procedencia de la uva, la acidez total y el índice de polifenoles 
totales (A280) de los vinos. El consumo de arginina durante la FML se correlaciona 
negativamente con los contenidos de acidez volátil, glicerol y amonio. La producción 
de citrulina durante la FML se correlaciona positivamente con la acidez total.  
En la tabla 4.18 vemos que la producción de citrulina durante la FML también 
se correlaciona positivamente con la acidez total del mosto. Nuevamente, el contenido 
de arginina al FFML se correlaciona positivamente con los contenidos de nitrógeno 
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total, amonio y urea del mosto. Asimismo, se correlaciona positivamente con el ºBrix, 
el grado alcohólico probable y el contenido de ácido tartárico del mosto, como ya 
vimos con el contenido de arginina al FFA; y negativamente con la acidez total y el 
contenido de ácido glucónico del mosto. El contenido de citrulina al FFML se  
correlaciona positivamente con la acidez total y el contenido de nitrógeno total de los 
mostos y negativamente con los contenidos de urea y de ácido L-málico del mosto, 
como ya ocurrió al FFA con éste último. 
4.3.4 Análisis de Conglomerados Jerárquicos de los casos 
Ya se ha comentado que se realizó una primera criba de las muestras, al 
provenir muchas de ellas de clones de un mismo viñedo y presentar resultados 
analíticos muy similares. Como aún muchos de los mostos y vinos presentaban 
muchas similitudes analíticas, se decidió realizar una clasificación de las mismas 
utilizando la técnica de Análisis de Conglomerados Jerárquicos con el programa 
SPSS. El Análisis de Conglomerados Jerárquico es una técnica aglomerativa: 
partiendo de los elementos muestrales individualmente considerados, va creando 
grupos hasta llegar a la formación de un único grupo o conglomerado constituido por 
todos los elementos de la muestra. Aunque el análisis termina con la agrupación de 
todos los casos en un único conglomerado, el objetivo de este análisis es descubrir la 
existencia de grupos homogéneos que pudieran existir entre los casos. El resultado 
obtenido se representa en el dendograma de la figura 4.19. Las variables utilizadas 
para realizar esta clasificación y obtener el dendograma han sido todos los parámetros 
analíticos que se habían examinado en cada caso.  
En el dendograma quedan representadas las distancias existentes entre los 
elementos fundidos, en este caso, las distintas vinificaciones analizadas, en una 
escala estandarizada de 25 puntos. Las líneas verticales identifican elementos 
fundidos (conglomerados) y la posición de las líneas verticales indica la distancia 
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  Dendrogram using Average Linkage (Between Groups) 
                         Rescaled Distance Cluster Combine 
  C A S E        0         5        10        15        20        25 
  Label     Num  +---------+---------+---------+---------+---------+ 
  Case 103   51   òûòø         
  Case 104   52   ò÷ ó        
  Case 106   54   òø ùòø 
  Case 108   56   òú ó ó 
  Case 105   53   òôò÷ ó   
  Case 107   55   ò÷   ùòòòòòòòø 
  Case 71    19   òûòø ó       ó 
  Case 101   49   ò÷ ùò÷       ó 
  Case 33     6   òòò÷         ùòòòòòø 
  Case 99    47   òûòòòòòø     ó     ó 
  Case 100   48   ò÷     ó     ó     ó 
  Case 28     1   òø     ùòòòòò÷     ó 
  Case 31     4   òôòø   ó           ó 
  Case 29     2   òú ùòø ó           ó 
  Case 53    11   ò÷ ó ó ó           ó 
  Case 32     5   òòò÷ ó ó           ó 
  Case 92    40   òûòø ó ó           ó 
  Case 102   50   ò÷ ó ó ó           ó 
  Case 90    38   òø ó ùò÷           ó 
  Case 94    42   òú ó ó             ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
  Case 75    23   òôòú ó             ó                             ó 
  Case 96    44   ò÷ ó ó             ó                             ó 
  Case 69    17   òø ó ó             ó                             ó 
  Case 70    18   òôòú ó             ó                             ó 
  Case 57    12   òú ùò÷             ó                             ó 
  Case 65    14   òú ó               ó                             ó 
  Case 67    15   ò÷ ó               ó                             ó 
  Case 61    13   òòò÷               ó                             ó 
  Case 80    28   òø                 ó                             ó 
  Case 81    29   òú                 ó                             ó 
  Case 82    30   òú                 ó                             ó 
  Case 83    31   òôòø               ó                             ó 
  Case 84    32   òú ùòø             ó                             ó 
  Case 85    33   ò÷ ó ùòòòø         ó                             ó 
  Case 30     3   òòò÷ ó   ó         ó                             ó 
  Case 98    46   òòòòò÷   ó         ó                             ó 
  Case 68    16   òø       ó         ó                             ó 
  Case 91    39   òú       ùòòòòòòòòò÷                             ó 
  Case 95    43   òôòòòòòø ó                                       ó 
  Case 86    34   ò÷     ó ó                                       ó 
  Case 74    22   òø     ó ó                                       ó 
  Case 88    36   òú     ó ó                                       ó 
  Case 93    41   òôòø   ùò÷                                       ó 
  Case 72    20   òú ùòø ó                                         ó 
  Case 73    21   ò÷ ó ó ó                                         ó 
  Case 37     7   òûò÷ ó ó                                         ó 
  Case 41     8   òú   ùò÷                                         ó 
  Case 45     9   òú   ó                                           ó 
  Case 49    10   ò÷   ó                                           ó 
  Case 76    24   òø   ó                                           ó 
  Case 89    37   òôòø ó                                           ó 
  Case 87    35   ò÷ ó ó                                           ó 
  Case 78    26   òø ùò÷                                           ó 
  Case 79    27   òôò÷                                             ó 
  Case 77    25   ò÷                                               ó 
  Case 97    45   òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
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Las fusiones que se producen cerca del origen de la escala (izquierda) indican 
que el conglomerado formado es bastante homogéneo. Por el contrario, las fusiones 
que se producen en la zona final de la escala (derecha) indican que el conglomerado 
formado es bastante heterogéneo. Una manera de decidir cuál ha de ser el número de 
conglomerados idóneo es recorrer el dendograma de derecha a izquierda y detener la 
atención allí donde las líneas verticales están unidas al origen de la escala con trazos 
horizontales cortos (o no demasiados largos). Tras esto, basta con seguir cada línea 
horizontal hacia la izquierda para identificar los casos que componen cada grupo o 
conglomerado.  
Si observamos el dendograma obtenido de derecha a izquierda podemos ver 
que, al ir llegando al origen, a la izquierda del mismo, se van formando grupos entre 
los casos analizados, en nuestro caso, las diferentes vinificaciones. A continuación se 
trasladan a una lista los grupos o conglomerados obtenidos a partir del análisis de 
conglomerados jerárquicos de los casos y que podemos ver en el dendograma de la 
figura 4.19: 
Conglomerado 1: 103-104-105-106-107-108 
Conglomerado 2: 33-71-101 
Conglomerado 3: 99-100 
Conglomerado 4: 28-29-31-32-53 
Conglomerado 5: 75-90-92-94-96-102 
Conglomerado 6: 57-61-65-67-69-70 
Conglomerado 7: 30-80-81-82-83-84-85 
Conglomerado 8. 98 
Conglomerado 9: 68-86-91-95 
Conglomerado 10: 37-41-45-49-72-73-74-88-93 
Conglomerado 11: 76-87-89 
Conglomerado 12: 77-78-79 
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4.3.5 Análisis de Correlaciones II 
Una vez clasificadas las muestras en 13 grupos o conglomerados, se escogió 
una muestra representativa de cada grupo o conglomerado para realizar las 
determinaciones de CE y CEP de las muestras de vinos de FFA y de FFML. Los 
resultados se muestran en el anexo G. No se muestran los resultados de los niveles 
obtenidos de CE al resultar menores o muy cercanos al límite de detección del 
método.  
En los datos de la tabla 4.19 podemos ver que tanto los niveles de CEP al FFA 
como al FFML se correlacionan, como era de prever, con el contenido nitrogenado, 
concretamente, con los niveles de amonio y nitrógeno total del mosto y de arginina de 
mosto y vinos de FFA y de FFML. También, como es lógico, estos niveles se 
correlacionan entre ellos y con la producción de citrulina durante la FML. A partir de 
estos resultados podemos concluir que estos niveles nitrogenados, principalmente, los 
niveles de arginina, sobre todo en vinos al FFA y al FFML, pueden ser buenos 
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Tabla 4.19. Correlaciones bivariadas obtenidas entre CEP al FFA y FFML  y parámetros 
enológicos, precursores del CE, consumo de arginina y producción de citrulina de mostos y 




























C. P. 1 -0,20 -0,18 -0,08 0,78(**) 0,20 -0,16 -0,43(**) 0,37(*) -0,30 -0,72(*) 
S. (b)   0,14 0,17 0,54 0,00 0,14 0,23 0,01 0,02 0,32 0,02 
Acidez total  
mosto 
N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. -0,20 1 0,52(**) 0,60(**) -0,38(**) 0,11 0,38(**) 0,61(**) -0,250,73(**) 0,64(*) 
S. (b) 0,14  0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,13 0,00 0,04 
Arginina 
mosto 
N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. -0,18 0,52(**) 1 0,82(**) -0,23 0,13 0,34(*) 0,68(**) -0,19 0,58(*) 0,67(*) 




N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. -0,08 0,60(**) 0,82(**) 1 -0,28(*) 0,35(**) 0,57(**) 0,74(**) -0,230,69(**) 0,64(*) 




N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. 0,78(**) -0,38(**) -0,23 -0,28(*) 1 0,13 -0,24 -0,55(**) 0,42(**) -0,36 -0,67(*) 
S. (b) 0,00 0,00 0,09 0,03  0,34 0,07 0,00 0,01 0,23 0,04 
Acidez total  
FFA 
N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. 0,20 0,11 0,13 0,35(**) 0,13 1 0,63(**) 0,31 -0,06 0,60(*) 0,44 
S. (b) 0,14 0,43 0,35 0,01 0,34  0,00 0,06 0,74 0,03 0,20 
Glicerol FFA 
N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. -0,16 0,38(**) 0,34(*) 0,57(**) -0,24 0,63(**) 1 0,77(**) -0,27 0,67(*) 0,77(**) 
S. (b) 0,23 0,00 0,01 0,00 0,07 0,00  0,00 0,11 0,01 0,01 
Arginina 
FFA 
N 56 56 56 56 56 56 56 38 38 13 10 
C. P. -0,43(**) 0,61(**) 0,68(**) 0,74(**) -0,55(**) 0,31 0,77(**) 1 -0,230,84(**) 0,84(**) 
S. (b) 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00  0,17 0,00 0,00 
Arginina 
FFML 
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 10 10 
C. P. 0,37(*) -0,25 -0,19 -0,23 0,42(**) -0,06 -0,27 -0,27 1 -0,75(*) -0,68(*) 




N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 10 10 
C. P. -0,30 0,73(**) 0,58(*) 0,69(**) -0,36 0,60(*) 0,67(*)0,84(**) -0,75(*) 1 0,95(**) 
S. (b) 0,32 0,00 0,04 0,01 0,23 0,03 0,01 0,00 0,01  0,00 
CEP  
FFA 
N 13 13 13 13 13 13 13 10 10 13 10 
C. P. -0,72(*) 0,64(*) 0,67(*) 0,64(*) -0,67(*) 0,44 0,77(**) 0,84(**) -0,68(*)0,94(**) 1 
S. (b) 0,02 0,04 0,03 0,05 0,04 0,20 0,01 0,00 0,03 0,00  
CEP FFML 
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
FFA: final de fermentación alcohólica. 
FFML: final de fermentación maloláctica. 
 
Un objetivo de este estudio era encontrar una correlación entre algún 
parámetro enológico fácil y habitualmente medible en mostos y vinos y el CE, o CEP, 
para poder utilizarlo como previsor de los niveles finales en los vinos de CE. En este 
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estudio se ha podido establecer una correlación positiva entre los niveles de glicerol y 
de CEP al FFA. Ya habíamos advertido anteriormente que existía correlación entre los 
niveles de glicerol de los vinos de FFA y los niveles, en los mismos vinos, de arginina, 
citrulina y producción de citrulina. Tanto los niveles de glicerol como de CE que 
puedan encontrarse en los vinos al FFA derivan del metabolismo de las levaduras que 
llevan a cabo la FA. Una actividad metabólica más extensa de las levaduras puede 
explicar mayores niveles de glicerol en los vinos al FFA y también de CEP. Asimismo, 
podemos evidenciar que existe correlación, negativa en este caso, entre los niveles de 
CEP de los vinos al FFML y los niveles de acidez total de mostos y vinos de FFA. Esta 
observación concuerda con otras ya realizadas en la presente tesis (apartado 4.2), 
cuando observamos en vino simulado mayores niveles de CEP a pHs más altos, o 
sea, menores niveles de acidez total, condiciones que favorecían el metabolismo 
bacteriano. De estas observaciones se desprende que aquellas vinificaciones en las 
que se evidencien menores niveles de acidez total en mostos o al FFA, o mayores 
niveles de glicerol al FFA, pueden ser más propensas a producir mayores niveles de 
CE durante un periodo de almacenamiento, por lo que sería interesante entonces 
realizar un mayor control de estos vinos y guardar mayores precauciones si van a 
sufrir un periodo largo de crianza o almacenamiento. 
4.3.6 Conclusiones 
Comprobamos la disminución de las concentraciones medias de nitrógeno 
total, arginina y amonio en mostos de uvas afectadas por B. cinerea. 
El nivel de afectación de la uva por B. cinerea se correlacionó con el consumo 
de arginina durante la FA, aunque las medias en los consumos de arginina para uvas 
sanas y afectadas por el hongo no resultaron significativamente diferentes en la 
población estudiada. 
Los niveles de CEP al FFA y al FFML correlacionaron con los niveles de 
amonio y nitrógeno total del mosto y de arginina de mosto y vinos de FFA y de FFML, 
con lo que estos niveles nitrogenados, principalmente los niveles de arginina, pueden 
ser buenos indicadores de los niveles finales de CEP en los vinos. 
Observamos correlación positiva entre los niveles de glicerol y de CEP al FFA y 
negativa entre los niveles de CEP al FFML y los niveles de acidez total de mostos y 
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vinos al FFA, por lo que aquellas vinificaciones en las que se evidencien menores 
niveles de acidez total en mostos o vinos al FFA o mayores niveles de glicerol al FFA, 
pueden ser más propensas a producir mayores niveles de CEP. 
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4.4 INFLUENCIA DEL MOMENTO DE INOCULACIÓN DE LAS BL EN EL VINO 
SOBRE LA FORMACIÓN DE CE 
4.4.1 Antecedentes 
La inoculación de BL seleccionadas con el fin de inducir y controlar el 
desarrollo de la FML es, hoy en día, una práctica ampliamente extendida. Aunque, 
generalmente, se realiza en el vino una vez finalizada la FA, para evitar el riesgo de 
que las BL degraden los azúcares provocando el picado láctico, la inoculación de BL 
en otros momentos de la vinificación, al comienzo o durante el desarrollo de la FA, es 
una herramienta que puede ofrecer al enólogo algunas ventajas técnicas para ciertos 
estilos de vino. Por un lado, la coinoculación, inoculación de bacterias durante la FA, 
permite que las BL inoculadas se aclimaten mejor al ambiente vínico, lo que resulta en 
un mejor desarrollo de la FML, debido a la ausencia de etanol y el aún alto contenido 
en nutrientes del mosto (Beelman y Kunkee, 1985; King y Beelman, 1986).  Por otro 
lado, los vinos elaborados con coinoculación resultan más afrutados y conservan más 
aromas varietales frente a los obtenidos por medio de la clásica inoculación secuencial 
de las BL seleccionadas, al final de la FA (Krieger, 2006b). Otra de las ventajas que 
parece presentar la coinoculación levaduras/BL es la estabilidad microbiológica del 
vino, ya que la realización temprana de la FML evita la inmovilización del vino 
desprotegido de SO2 durante períodos largos a merced del posible desarrollo de 
microorganismos perjudiciales para el vino, como bacterias acéticas y lácticas 
contaminantes o Brettanomyces (Krieger, 2006b). 
En España se está comenzando a estudiar la coinoculación, no sólo a nivel de  
investigación, sino también en vinificaciones industriales en bodega. Ya existe aquí 
algún trabajo realizado al respecto, pero de coinoculación con cultivos de L. plantarum 
(Franco, 1992; Masqué et al., 1994). En éstos, la FML se realizaba simultáneamente a 
la FA siempre que ésta última no fuera muy rápida, ya que, por definición, la especie L. 
plantarum tiene como límite de tolerancia un 8 % v/v de alcohol. No se observaron 
interferencias en la evolución de la FA. 
Con el fin de determinar cuál es el momento de inoculación en que se observa 
un mejor desarrollo de la FML y una menor formación de CE y de sus precursores en 
mostos y vinos de pH elevado, se realizó la siguiente experiencia en la bodega 
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experimental de la Estación de Viticultura y Enología de Reus (INCAVI). Para ello se 
inocularon mostos de dos variedades de uva en distintos momentos de la vinificación 
con distintas cepas bacterianas, dos de ellas comerciales. 
La mayoría de las cepas bacterianas que se comercializan como estárter para 
conducir la FML pertenecen a la especie O. oeni. En la mayoría de los casos, el uso 
de estos cultivos bacterianos acarrea un pequeño aumento de la acidez volátil en el 
vino, por la posible degradación del ácido cítrico al final de la degradación del ácido L-
málico y por la posible utilización de azúcares residuales que pueda haber presentes 
en el vino, al ser una especie heterofermentativa. L. plantarum ha sido indicado como 
un candidato interesante para conducir la FML, ya que no produce cantidades 
significativas de ácido acético (Murphy et al., 1985). Sin embargo, a causa de su 
escasa tolerancia al etanol, necesita ser inoculado en el mosto antes de la 
fermentación alcohólica (Radler, 1982). Actualmente, se encuentra disponible alguna 
cepa comercial de esta especie y está en preparación una nueva selección, tolerante a 
altos niveles de etanol y con un buen desempeño en condiciones de pH alto (Krieger, 
2006c). 
En este ensayo también se examinó una cepa de L. plantarum. Se pretendía 
estudiar su comportamiento como cultivo iniciador para conducir la FML, luego de ser 
inoculado en distintos momentos en el vino, y evaluar la influencia del momento de 
inoculación de las BL sobre el desarrollo y evolución de la FML y sobre la formación de 
CE y sus precursores. 
4.4.2 Características de las vinificaciones 
Las vinificaciones se realizaron con dos variedades de uva tinta, Tempranillo y 
Merlot, procedentes de la viña de la Facultad de Enología de la Universitat Rovira i 
Virgili, ubicada en Constantí (Mas dels Frares), en la bodega experimental de la 
Estación de Viticultura y Enología de Reus (INCAVI), Tarragona.  
La caracterización de los mostos utilizados se presenta a continuación (tabla 
4.20): 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
Resultados y Discusión 
 131 
Tabla 4.20. Caracterización enológica de los mostos Tempranillo y Merlot utilizados para 
estudiar la influencia del momento de inoculación de las bacterias lácticas en el vino sobre la 
formación de carbamato de etilo. 
PARÁMETRO TEMPRANILLO MERLOT 
ºBrix 20,3 23,7 
Grado alcohólico probable (% vol) 11,64 13,95 
pH 3,51 3,37 
Acidez total (g/L) 4,0 5,3 
Ácido tartárico (g/L) 4,58 4,56 
Ácido málico (g/L) 2,38 2,06 
Ácido cítrico (mg/L) 209 210 
Ácido glucónico (mg/L) 394 768 
Glicerol (g/L) 0,47 0,95 
Nitrógeno total (mg/L) 120 128 
 
 
El proceso de elaboración fue el habitual para vino tinto (figura 4.20) y se siguió 
tanto para el vino Tempranillo como para el Merlot. Un mismo lote de uva se estrujó y 
despalilló, luego se homogeneizó y se fraccionó en 13 partes iguales de unos 100 kg. 
Todos los lotes fueron sulfitados a razón de 5 g/hL, se les añadió la enzima de 
maceración Lallzyme EXV y se inocularon con la misma levadura específica para vinos 
tintos, VN®, proporcionada por Lallemand. Cuando habían transcurrido 2/3 partes de la 
FA se añadió el nutriente específico para levaduras Fermaid®, provisto también por 
Lallemand. En esta experiencia se ensayaron dos cepas bacterianas de inoculación 
directa comerciales de la especie O. oeni proporcionadas por Lallemand (Lalvin 31® y 
Lalvin Elios1®) y la cepa no comercial de la especie L. plantarum, CECT 5671. Cada 
cepa fue inoculada en distintos momentos durante la vinificación: 
• A: 24 horas después del inicio de la FA 
• B: a mitad de la FA 
• C: cuando quedaban unos 10 g/L de azúcares por fermentar 
• D: una vez finalizada la FA 
Además, se dejó una fracción como testigo sin inocular para que realizara la 
FML espontáneamente.  
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La FA tuvo lugar en cámara termostatizada a 19ºC, para ralentizar la FA y 
favorecer la FML en los casos de coinoculación. La evolución de la FA se controló 
diariamente mediante densidad y temperatura. También se realizaron determinaciones 
periódicas de la concentración de azúcares (glucosa y fructosa).  Las determinaciones 
de la densidad del mosto y de los azúcares permitieron precisar los distintos 
momentos en que debían ser inoculadas las distintas fracciones con las bacterias 
examinadas. La evolución de la FML se controló determinando periódicamente la 
concentración de ácido L-málico y la población de BL viables mediante recuento en 
placa de las unidades formadoras de colonias (ufc/mL).  
Una vez finalizada la FML, y si la FA había terminado, el vino era trasegado, 
sulfitado y clarificado. Si la FA no había finalizado se esperaba al fin de la FA antes de 
trasegar. 
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4.4.3 Caracterización enológica del vino 
Al final de la FA y de la FML se realizó una caracterización analítica de los 
vinos, que nos permitiría evaluar si la presencia y desarrollo de las BL habían tenido 
alguna influencia en el desarrollo de la FA. Principalmente, la diferencia entre el grado 
alcohólico adquirido por el vino y el grado alcohólico probable del mosto nos indicaría 
si el rendimiento de la FA había sido el mismo en las fracciones en que la FA se había 
realizado en presencia de BL y aquellas en que la misma se desarrolló en ausencia de 
las mismas.  
Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los posibles problemas que 
podría presentarse cuando se realiza la inoculación de poblaciones elevadas de BL 
durante la FA es que éstas metabolicen los azúcares produciendo, entre otros 
productos, altas concentraciones de ácido láctico y, en el caso de cepas 
heterofermentativas como O. oeni, aumentos considerables de la acidez volátil. Por 
esta razón, cada dos o tres días se determinaron también las concentraciones de 
azúcares (glucosa y fructosa) y de ácido acético, metabolitos que nos ayudarían a 
detectar un posible picado láctico. Estos parámetros podrían indicarnos si tanto la FA 
como la FML se estaban llevando a cabo con normalidad o si se estaba produciendo 
alguna alteración microbiana. 
Se tomaron muestras de los vinos cuando habían transcurrido dos terceras 
partes de la FML para comprobar la imposición de las cepas inoculadas por medio de 
RAPD-PCR. 
Ya se ha comentado que con esta experiencia se pretendía también determinar 
si la inoculación de las BL en distintos momentos durante la vinificación y la realización 
de la FML junto a la FA influyen en la formación del CE. Para ello se determinaron CE, 
sus precursores y CEP en los vinos al final de la FA y al final de la FML.  
4.4.4 Evolución de la fermentación alcohólica en las vinificaciones 
La FA se desarrolló con normalidad en cada una de las fracciones ensayadas 
en la variedad Tempranillo. No se observan diferencias en cuanto a la duración de la 
misma entre las fracciones que realizaron la FA en presencia de las BL y aquellas en 
las que las BL no se encontraban presentes durante el desarrollo de la FA (cuando las 
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BL se inocularon al final de la FA y en el testigo con FML espontánea). Tampoco son 
significativas las diferencias en cuanto al grado alcohólico adquirido en los distintos 
vinos (tabla 4.21).  
 






















24 Hs FA 11,67 14 0,00 11,00 0,46 
1/2 FA 11,60 14 0,00 11,10 0,37 
10 g/L G/F 11,60 14 0,02 11,35 0,23 
Lalvin 
31® 
Fin FA 11,75 14 0,22 11,15 0,15 
24 Hs FA 11,67 14 0,13 11,40 0,26 
1/2 FA 11,75 14 0,11 11,35 0,35 
10 g/L G/F 11,54 14 0,06 11,30 0,25 
Elios 1® 
Fin FA 11,75 14 0,06 11,15 0,20 
24 Hs FA 11,60 14 0,03 11,05 0,26 
1/2 FA 11,54 14 0,01 11,10 0,27 
10 g/L G/F 11,54 14 0,04 11,35 0,21 
CECT 
5671 
Fin FA 11,67 14 0,21 11,60 0,14 
Testigo Sin inocular 11,60 12 0,00 11,05 0,30 
 
 
En la tabla 4.21 se observa que la presencia de las BL durante el desarrollo de 
la FA no ha interferido en ningún caso en el desarrollo de la FA y tampoco se puede 
apreciar un consumo de azúcares por parte de las BL en los vinos Tempranillo. 
En los ensayos realizados con la variedad Merlot tampoco se aprecian 
diferencias en cuanto al desarrollo de la FA en las distintas fracciones ni un aparente 
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24 Hs FA 14,01 19 0,00 13,15 0,58 
1/2 FA 13,94 19 0,00 13,65 0,54 
10 g/L G/F 14,01 19 0,00 13,75 0,52 
Lalvin 
31® 
Fin FA 14,01 19 0,00 13,60 0,55 
24 Hs FA 13,94 19 0,00 13,45 0,52 
1/2 FA 13,94 19 0,00 13,45 0,53 
10 g/L G/F 13,94 19 0,00 13,15 0,54 
Elios 1® 
Fin FA 13,80 19 0,02 13,50 0,48 
24 Hs FA 13,94 19 0,00 13,45 0,52 
1/2 FA 14,08 19 0,02 13,45 0,54 
10 g/L G/F 13,94 19 0,00 13,55 0,54 
CECT 
5671 
Fin FA 13,87 19 0,00 13,45 0,50 
Testigo Sin inocular 14,01 19 0,00 13,65 0,49 
 
En la variedad Merlot tampoco se ha observado interferencia de las BL en el 
desarrollo de la FA. 
4.4.5 Evolución de la FML en las vinificaciones 
En las siguientes tabla y figuras se presentan los resultados sobre la evolución 
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Tabla 4.23. Evolución de la FML en los distintos ensayos realizados con la variedad 
Tempranillo. 
CEPA Momento de inoculación 






24 Hs FA 14 0,42 0,12 
1/2 FA 14 0,34 0,14 
10 g/L G/F 18 0,37 0,15 
Lalvin 31® 
Fin FA 18 0,48 0,18 
24 Hs FA 16 0,23 0,13 
1/2 FA 14 0,31 0,14 
10 g/L G/F 11 0,46 0,14 
Elios 1® 
Fin FA 12 0,36 0,15 
24 Hs FA 18 0,18 0,35 
1/2 FA 29 0,48 0,16 
10 g/L G/F 24 0,27 0,15 
CECT 5671 
Fin FA 24 0,23 0,11 
Testigo Sin inocular 20** 0,50 0,15 
* desde la inoculación de las bacterias hasta la total degradación del ácido L-málico. 
** desde el final de la FA hasta la total degradación del ácido L-málico. 
 
A partir de los datos de la tabla 4.23, podemos adelantar que la FML se ha 
desarrollado más rápidamente en aquellos vinos en los que se han inoculado las 
cepas comerciales de O. oeni (Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), siendo en todos los casos el 
desarrollo de la FML más rápido que en el vino testigo sin inocular, en comparación a 
las inoculaciones con el cultivo no comercial de L. plantarum (CECT 5671), en cuyo 
caso la duración de la FML ha sido en todos los momentos de inoculación mayor a la 
del testigo, excepto cuando esta cepa se inoculó más tempranamente en el vino.  
También podemos apuntar que, con excepción de la inoculación a mitad de la 
FA, el ácido acético ha sido menor al final de la FML en aquellos vinos inoculados con 
la cepa de L. plantarum CECT 5671 en relación a aquellos inoculados con las cepas 
de O. oeni ensayadas. De cualquier manera, el ácido acético ha resultado ser menor al 
final de la FML en todos los vinos que han sido inoculados, independientemente de la 
cepa inoculada, respecto al testigo sin inocular. 
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Figura 4.21. Evolución de la población de la bacteria Lalvin 31 en los vinos de la variedad 




Figura 4.22. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
Lalvin 31 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos en 
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Figura 4.23. Evolución de la población de la bacteria Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad 

















Figura 4.24. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos 
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Figura 4.25. Evolución de la población de la bacteria CECT 5671 en los vinos de la variedad 
Tempranillo. En línea punteada, población de cepas autóctonas de O. oeni (las flechas indican 
















Figura 4.26. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
CECT 5671 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos 
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En cuanto a la evolución de las BL, en los vinos de la variedad Tempranillo,  
apuntamos que no se observan grandes diferencias cuando comparamos la viabilidad 
bacteriana de las dos cepas comerciales de O. oeni ensayadas y que apenas hubo 
mortalidad de bacterias cuando la inoculación se realizó a las 12 horas del comienzo 
de la FA y a la mitad de la misma (figuras 4.21 y 4.23). En general, se observa un 
mejor desarrollo de la bacteria Elios 1 en los vinos Tempranillo. En los casos en que 
las bacterias fueron inoculadas cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar y 
al final de la FA, observamos que hubo mortalidad para la bacteria Lalvin 31. 
Contrariamente, hubo un buen desarrollo de Lalvin Elios 1, con la que no observamos 
una evidente mortalidad de las bacterias inoculadas en ninguno de los distintos 
momentos de inoculación examinados. Este hecho es muy relevante porque al evitar 
un posterior crecimiento bacteriano se limita el metabolismo secundario de las BL 
sobre los azúcares y el ácido cítrico, disminuyendo así el riesgo de incremento de la 
acidez volátil y un excesivo carácter aromático láctico del vino por la producción de 
diacetilo. De acuerdo a la información proporcionada por el productor en las fichas 
técnicas de ambas bacterias comerciales, eran de esperar los resultados observados, 
ya que Lalvin Elios 1 se indica como una cepa bacteriana con buena implantación en 
vinos con pHs mayores a 3,4 y Lalvin 31 es una cepa bacteriana más indicada para 
vinos con pHs más ácidos (ver Anexo D). Las cinéticas de degradación del ácido L-
málico (figuras 4.22, 4.24 y 4.26) se correlacionan con las cinéticas poblacionales. La 
bacteria Lalvin Elios 1 ha sido capaz de degradar completamente el ácido L-málico 
antes que las bacterias autóctonas en el vino testigo en todos los vinos Tempranillo en 
los que fue inoculada (figura 4.24). En cambio, la bacteria Lalvin 31 ha completado la 
degradación del ácido L-málico antes que en la FML espontánea sólo en los casos en 
que fue inoculada más tempranamente en el vino, a las 12 horas del comienzo de la 
FA y a la mitad de la misma (figura 4.22). En estos casos la degradación del ácido L-
málico ha ocurrido simultáneamente al metabolismo de los azúcares por las levaduras. 
El metabolismo del ácido L-málico por Lalvin 31, al inocularse cuando quedaban 10 
g/L de azúcares por fermentar, no es muy diferente al observado en el testigo sin 
inocular, aunque sí se completa unos días antes que en el testigo. Cuando esta cepa 
fue inoculada al final de la FA la cinética de degradación del ácido L-málico es 
prácticamente idéntica a la observada para la FML espontánea, así como también la 
población bacteriana en este momento de inoculación es similar a la observada en el 
vino con FML espontánea. Esto es indicativo de que posiblemente aquí se haya 
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implantado una cepa indígena y haya sido esta cepa la que ha desarrollado la FML, 
como se confirmó posteriormente con los resultados de los análisis de imposición 
(tabla 4.24). En la tabla 4.24 vemos que la cepa Lalvin 31 sólo ha conseguido 
imponerse en los vinos Tempranillo cuando se inoculó más tempranamente en los 
mismos, a las 12 horas del comienzo de la FA y a la mitad de la misma. En cambio, la 
cepa Lalvin Elios 1 ha demostrado una buena imposición en todos los momentos de 
inoculación en que fue inoculada en los vinos Tempranillo.   
En cuanto a la cepa examinada de L. plantarum, CECT 5671, no observamos 
crecimiento bacteriano en ninguno de los momentos en que ha sido inoculada, muy 
por el contrario la población bacteriana va decreciendo desde el momento de 
inoculación (figura 4.25). A pesar de ello, podemos observar en la figura 4.26 que en el 
caso en que esta cepa se inoculó cuando habían transcurrido 12 horas del comienzo 
de la FA ha habido desde la inoculación una degradación constante del ácido L-
málico, simultánea al desarrollo de la FA, y que esta cepa ha podido degradar casi un 
90 % del contenido inicial de dicho ácido, quedando en el vino una concentración 
residual del mismo de 0,35 g/L. Gracias a la diferente morfología, tanto a nivel 
macroscópico como microscópico, entre las especies L. plantarum y O. oeni, se ha 
podido comprobar que en la mayoría de los vinos inoculados con la cepa CECT 5671 
aparecía luego del final de la FA una población creciente de O. oeni en cultivo. 
Podemos ver en la figura 4.25, en los casos en que CECT 5671 se inoculó a mitad de 
FA, cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar y al final de la FA, el 
desarrollo de una población de cepas autóctonas de O. oeni que ocurre paralelamente 
al observado en el testigo sin inocular. El desarrollo de esta población autóctona se 
correlacionó con el metabolismo del ácido L-málico en estos casos (figura 4.26), lo que 
sugiere que fue esta población la responsable de la consecución de la FML en estos 
momentos de inoculación, como confirmaron los resultados de los análisis de 
imposición (tabla 4.24). Hay que destacar que, también en el caso de la inoculación de 
la bacteria a mitad de la FA, la cepa CECT 5671 ha sido capaz de metabolizar, desde 
el momento de inoculación, un 40 % del contenido inicial de ácido L-málico, antes de 
la aparición en el vino de una población creciente de cepas autóctonas de O. oeni. 
Como observamos en la tabla 4.24, en los vinos Tempranillo inoculados con la 
cepa de L. plantarum CECT 5671 han sido cepas de O. oeni, como se confirmó 
previamente con pruebas gram y catalasa, las que finalmente se impusieron y 
sobrellevaron la FML en los vinos en que se inoculó dicha cepa a mitad de FA, cuando 
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quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar y al final de FA. Se comprobó, además, 
que en los dos últimos casos ha sido la cepa Lalvin Elios 1 la que se impuso en los 
vinos y que esta cepa evidencia una mayor presencia en los vinos Tempranillo 
inoculados con CECT 5671 cuanto más tarde se han inoculado estos vinos. En el caso 
del vino Tempranillo inoculado con CECT 5671 a las 12 horas de la FA, no se obtuvo 
amplificación del ADN bacteriano aislado, con lo que fue imposible su identificación y 
confirmar, como se suponía, que la cepa impuesta había sido la inoculada. 
Observamos también una importante presencia de Lalvin Elios 1 en el vino testigo sin 
inocular, resultando ser la cepa mayoritaria entre todas las aisladas.  
 
Tabla 4.24. Resultados de imposición de las cepas inoculadas en los vinos de la variedad 
Tempranillo. 
Otras cepas 
CEPA Momento de inoculación 
% Imposición 
de la cepa 
inoculada Perfiles diferentes   %  cepa mayoritaria  
Comentarios 
24 Hs FA 93 1 7  
1/2 FA 100 0 0  
10 g/L G/F 0 7 20  
Lalvin 31®  
Fin FA 0 12 15  
24 Hs FA 89 2 7  
1/2 FA 100 0 0  
10 g/L G/F 77 3 11  
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 100 0 0  
24 Hs FA - - - 
no hubo 
amplificación 
1/2 FA 7 
5 (Lalvin 31 y 
Lalvin Elios 1) 
50 
28% Lalvin Elios 
1 y 7% Lalvin 31 
10 g/L G/F 0 4 (Lalvin Elios 1) 86 (Lalvin Elios 1)  
CECT 5671 
Fin FA 0 2 (Lalvin Elios 1) 93 (Lalvin Elios 1)  
Testigo Sin inocular - 7 (Lalvin Elios 1) 50 (Lalvin Elios 1)  
 
A continuación se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de 
la FML de los vinos de la variedad Merlot inoculados con las tres cepas ensayadas en 
el presente trabajo.  
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Tabla 4.25. Evolución de la FML en los distintos ensayos realizados con la variedad Merlot. 
CEPA Momento de inoculación 






24 Hs FA 20 0,67 0,20 
1/2 FA 28 0,77 0,15 
10 g/L G/F 34 0,69 0,15 
Lalvin 31® 
Fin FA 30 0,65 0,20 
24 Hs FA 38 0,72 0,15 
1/2 FA 36 0,76 0,16 
10 g/L G/F 38 0,69 0,12 
Elios 1® 
Fin FA 30 0,58 0,18 
24 Hs FA 44 0,89 0,12 
1/2 FA 42 0,64 0,12 
10 g/L G/F 38 0,63 0,13 
CECT 5671 
Fin FA 23 0,63 0,21 
Testigo Sin inocular 30** 0,61 0,18 
* desde la inoculación de las bacterias hasta la total degradación del ácido L-málico. 
** desde el final de la FA hasta la total degradación del ácido L-málico. 
 
En general, en el caso de los vinos Merlot también ha sido más rápido el 
desarrollo de la FML en los vinos inoculados con las cepas comerciales de O. oeni 
(Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), respecto a aquellas desarrolladas en los vinos inoculados 
con la cepa CECT 5671 de L. plantarum (CECT 5671).  
En estos vinos, la producción de ácido acético no presenta una tendencia por 
cepa y es mayor a la del vino testigo no inoculado en la mayoría de los vinos obtenidos 
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Figura 4.27. Evolución de la población de la bacteria Lalvin 31 en los vinos de la variedad 















Figura 4.28. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
Lalvin 31 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en que 
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Figura 4.29. Evolución de la población de la bacteria Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad 















Figura 4.30. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en 
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Figura 4.31. Evolución de la población de la bacteria CECT 5671 en los vinos de la variedad 
Merlot. En línea punteada, población de cepas autóctonas de O. oeni (las flechas indican los 
















Figura 4.32. Cinética de degradación del ácido L-málico durante la FML llevada a cabo por 
CECT 5671 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en 
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En los vinos de esta variedad podemos observar un desarrollo diferente de la 
población bacteriana al comparar las dos cepas comerciales ensayadas (figuras 4.27 y 
4.29). La cepa Lalvin 31 evidenció un mejor desarrollo y viabilidad en todos los 
momentos en los que se había inoculado, en comparación con la cepa Lalvin Elios 1. 
Lalvin 31 mostró una menor mortalidad y una recuperación de la población más rápida 
que Lalvin Elios 1 en todos los momentos en los que fue inoculada. Observamos que 
una inoculación de la bacteria Lalvin 31 más temprana en el mosto-vino resultó en una 
menor mortalidad de las bacterias. Esto es lógico ya que cuanto más cerca del 
comienzo de la FA más fáciles son las condiciones para el desarrollo bacteriano y esto 
resulta en un menor crecimiento posterior de las bacterias para recuperar la población 
necesaria para que comience el metabolismo del ácido L-málico. Además, las 
poblaciones máximas alcanzadas de las bacterias inoculadas fueron mayores cuanto 
antes se inocularon y había menos alcohol en el medio, asegurando una dominancia 
de éstas antes que las BL autóctonas. Como hemos señalado, Lalvin Elios 1 no ha 
mostrado un buen desarrollo en los vinos Merlot, sino que ha habido una evidente 
mortalidad en los distintos vinos en que se ha inoculado. La recuperación de esta 
población ha sido lenta en todos los casos y sólo cuando las bacterias se inocularon 
más temprano en el mosto-vino evidenciamos que la población bacteriana se recupera 
antes del desarrollo de las bacterias autóctonas en el vino testigo. Cuando Lalvin Elios 
1 se inoculó al final de la FA, la recuperación de la población bacteriana fue 
ligeramente posterior al desarrollo de la población bacteriana en el testigo sin inocular. 
En cuanto a la degradación del ácido L-málico, ocurrió de manera paralela al 
desarrollo bacteriano. Cuando comparamos la inoculación a las 12 horas de iniciada la 
FA, Lalvin 31 tardó 20 días en consumir el ácido L-málico, mientras que Lalvin Elios 1 
necesitó casi el doble de tiempo para completar este consumo. Como ya hemos 
señalado, Lalvin Elios 1 es una cepa bacteriana más adaptada a vinos con pHs 
mayores a 3,4 y, en este caso, esperábamos una mejor evolución de la cepa Lalvin 31, 
más adaptada a pHs vínicos más bajos. En los vinos inoculados con la bacteria Lalvin 
31 observamos que la FML terminó en el mosto inoculado a las 12 horas del comienzo 
de la FA prácticamente un mes antes que cuando la bacteria se inoculó al final de la 
FA o en el vino con FML espontánea. Esta es una de las principales ventajas que 
ofrece la coinoculación levadura-bacteria frente a la inoculación secuencial, el poder 
disponer del vino terminado y estabilizado en un periodo menor de tiempo. En el caso 
en que Lalvin 31 se inoculó a las 12 horas del comienzo de la FA, la degradación del 
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ácido L-málico ocurrió simultáneamente al desarrollo de la FA, así como parte del 
consumo del ácido L-málico ocurrió durante el desarrollo de la FA cuando la bacteria 
se inoculó a mitad de la FA. En cambio, en todos los casos en que se ha inoculado la 
bacteria Lalvin Elios 1 en el vino Merlot el desarrollo de la FML ha sido posterior al 
consumo de los azúcares por las levaduras, y sólo las curvas de degradación del ácido 
L-málico correspondientes a las inoculaciones más tempranas de las bacterias en el 
mosto-vino (inoculaciones a las 12 horas del comienzo de la FA y a mitad de la FA) 
difieren, aunque ligeramente, de aquellas correspondientes a las inoculaciones cuando 
quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar, al final de la FA y el testigo sin inocular, 
demostrando nuevamente que una inoculación más temprana asegura una mejor 
imposición de las bacterias inoculadas, tal como confirman los análisis de imposición. 
Cuando esta bacteria se inocula después de finalizada la FA, la cinética de 
degradación del ácido L-málico es muy similar a la FML espontánea, lo que puede ser 
indicativo de una posible mala imposición. Estas observaciones han sido confirmadas 
por los análisis de imposición. En la tabla 4.26 podemos advertir que Lalvin Elios 1 
sólo consiguió imponerse a las cepas indígenas en los vinos Merlot en que se inoculó 
más tempranamente, a las 12 horas del comienzo de la FA y a mitad de la misma. En 
cambio, Lalvin 31 se impuso en casi todos los vinos en que fue inoculada, 
exceptuando el vino en que fue inoculada cuando quedaban 10 g/L de azúcares por 
fermentar. Lalvin 31 ha logrado imponerse incluso en el vino Merlot en que se inoculó 
al final de la FA, que evidenciaba tanto una cinética poblacional como una degradación 
de ácido L-málico muy similares a las observadas en el vino testigo, lo que nos hacía 
presumir una mala imposición.  
Tal como ya observamos en los vinos de la variedad Tempranillo inoculados 
con la cepa de L. plantarum CECT 5671, en los vinos Merlot podemos ver también que 
la población de esta cepa bacteriana ha ido decreciendo desde el momento de la 
inoculación. Con esta cepa, observamos que el desarrollo de las FMLs ha sido lento y 
la degradación del ácido L-málico ha finalizado prácticamente al mismo tiempo en los 
vinos inoculados y en el testigo sin inocular. En el caso de coinoculación a las 12 
horas del comienzo de la FA, podemos ver que CECT 5671 ha sido capaz de degradar 
el 50% de la concentración inicial de ácido L-málico simultáneamente al consumo de 
los azúcares por las levaduras. En este caso, el consumo del ácido L-málico se detuvo 
cuando quedaban unos 7 g/L de azúcares por fermentar, o sea, cuando el vino había 
adquirido un grado alcohólico demasiado alto para soportar la actividad de esta cepa 
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de L. plantarum. En el caso de las inoculaciones de la bacteria a mitad de la FA y 
cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar, podemos evidenciar que hubo 
también un ligero consumo del ácido L-málico por la cepa CECT 5671 
simultáneamente al desarrollo de la FA y antes de que comenzáramos a evidenciar la 
aparición de una población de cepas autóctonas de O. oeni después del final de la FA 
y paralelamente al desarrollo de la población bacteriana en el testigo sin inocular. Por 
lo que podemos deducir de las figuras 4.31 y 4.32, han sido estas cepas autóctonas de 
O. oeni las responsables de completar el consumo del ácido L-málico en todos los 
casos. Esta suposición se ha visto confirmada nuevamente por los resultados de los 
análisis de imposición. No se obtuvo amplificación del ADN bacteriano aislado en los 
casos en que CECT 5671 fue inoculada a las 12 horas de la FA y a mitad de la misma, 
con lo que no fue posible el análisis de imposición en estos casos. En los vinos en que 
esta cepa se inoculó cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar y al final de 
la FA se comprobó la presencia de varias cepas de O. oeni y la ausencia de CECT 
5671. Entre estas cepas de O. oeni se observa la presencia de Lalvin 31, en mayor 
porcentaje cuanto más tarde se inoculó el vino con la cepa ensayada de L. plantarum, 
como ya se observaba para Lalvin Elios 1 en los vinos Tempranillo. En el vino testigo 
se observa la presencia tanto de Lalvin 31 como de Elios 1, aunque ninguna de estas 
cepas fue la mayoritaria ni ha logrado imponerse en este vino. 
Podemos también apuntar que las FMLs han durado más tiempo en los vinos 
de la variedad Merlot que en aquellos de la variedad Tempranillo. Muy probablemente 
esto se ha debido a las condiciones más restrictivas para el desarrollo bacteriano que 
presentaba el mosto Merlot en comparación al Tempranillo, básicamente, un mayor 
grado alcohólico y un menor pH, aunque pueden haber influido también otros factores. 
Recientes investigaciones han demostrado que ciertos taninos de la uva pueden tener 
una influencia negativa sobre las BL y, por consiguiente, sobre el desarrollo de la FML. 
De hecho, algunas investigaciones han indicado que ciertas variedades tintas, como la 
Merlot, pueden presentar grandes dificultades a la hora de llevar a cabo la FML (Vivas 
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 Tabla 4.26. Resultados de imposición de las cepas inoculadas en los vinos de la variedad 
Merlot. 
Otras cepas 
CEPA Momento de inoculación 
% Imposición 
de la cepa 
inoculada Perfiles diferentes   %  cepa mayoritaria  
Comentarios 
24 Hs FA 93 1 7  
1/2 FA 93 1 7  
10 g/L G/F 0 9 14  
Lalvin 
31® 
Fin FA 100 0 0  
24 Hs FA 90 3 7  
1/2 FA 100 0 0  
10 g/L G/F 21 7 (todas iguales)  
Lalvin 
Elios 1®  
Fin FA 0 6 20  
24 Hs FA - - - 
no hubo 
amplificación 
1/2 FA - - - 
no hubo 
amplificación 
10 g/L G/F 0 6 (Lalvin 31) 38 28% Lalvin 31 
CECT 
5671 
Fin FA 0 5 (Lalvin 31) 65 (Lalvin 31)  
Testigo Sin inocular - 
9 (Lalvin 31 y 
Lalvin Elios 1) 
35 
15% Lalvin 31 y 
10% Lalvin Elios 1 
 
4.4.6 Resultados analíticos de los vinos 
A continuación, se presentan los resultados analíticos de los vinos Tempranillo 
y Merlot ya clarificados, estabilizados y embotellados obtenidos en los distintos 
ensayos con las tres cepas bacterianas estudiadas y para los distintos momentos de 
inoculación investigados. 
Examinando los datos analíticos de los vinos de la variedad Tempranillo (tabla 
4.27) es importante señalar que todos los vinos terminaron secos y no se percibieron 
problemas de paradas de fermentación ni una FA languideciente. En definitiva, no se 
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Tabla 4.27. Datos analíticos de los vinos de la variedad Tempranillo. 




























24 Hs FA 11,00 0,00 3,83 4,3 0,46 0,13 1,54 4 7,15 
1/2 FA 11,10 0,00 3,86 4,2 0,34 0,18 1,12 2 7,05 
10 g/L G/F 11,35 0,00 3,91 4,1 0,34 0,15 1,29 4 7,04 
Lalvin 
31® 
Fin FA 11,15 0,00 3,91 4,2 0,28 0,13 1,23 12 6,99 
24 Hs FA 11,40 0,00 3,87 4,1 0,26 0,14 1,31 10 7,39 
1/2 FA 11,35 0,00 3,82 4,3 0,33 0,16 1,43 4 6,92 




Fin FA 11,15 0,02 3,87 4,3 0,44 0,17 1,19 6 6,85 
24 Hs FA 11,05 0,00 3,80 4,2 0,35 0,14 1,18 4 7,02 
1/2 FA 11,10 0,02 3,83 4,3 0,49 0,15 1,16 4 6,95 
10 g/L G/F 11,35 0,00 3,81 4,3 0,38 0,14 1,13 10 6,80 
CECT 
5671 
Fin FA 11,60 0,00 3,81 4,2 0,30 0,16 1,20 1 6,43 
Testigo  Sin inocular 11,05 0,00 3,86 4,3 0,39 0,14 1,32 Inapr. 6,69 
Inapr.: Inapreciable 
 
No vemos una tendencia clara en cuanto a la producción de ácido acético en 
los distintos momentos de inoculación. Con respecto a las cepas de O. oeni 
ensayadas, con la cepa Lalvin 31 observamos que el valor más bajo de ácido acético 
se obtuvo cuando las bacterias se inocularon al vino al final de FA, en cambio con la 
cepa Lalvin Elios 1, el menor valor de ácido acético en vino terminado se obtuvo en el 
vino en el que la bacteria se inoculó a las 24 Hs del comienzo de la FA. En general, el 
ácido acético del vino testigo sin inocular fue mayor que el que presentaban los vinos 
inoculados con bacterias, excepto en tres casos, el vino inoculado con Lalvin 31 a las 
24 Hs del comienzo de la FA, el vino inoculado con Lalvin Elios 1 al final de la FA y el 
vino inoculado con L. plantarum CECT 5671 a mitad de la FA (tabla 4.27). Esto podría 
hacernos pensar en una posible imposición de cepas indígenas en estos vinos, pero 
esto solo ha sido así en el caso del vino inoculado con CECT 5671 (tabla 4.24). En 
cualquier caso, los valores de ácido acético obtenidos son valores normales y, lo que 
es más importante, no se observa en ningún caso de coinoculación un valor 
discrepante con respecto a los obtenidos en vinos en los que las bacterias se 
inocularon o desarrollaron luego del final de la degradación de los azúcares. Este era 
uno de los principales objetivos de este trabajo, comprobar que, a pesar del pH 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN Y LAS BACTERIAS LÁCTICAS SOBRE LA FORMACIÓN 
DE CARBAMATO DE ETILO 
Silvana Verónica Romero Tissera 
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 
Resultados y Discusión 
 153 
elevado, la acidez volátil no tiene por qué incrementarse cuando las bacterias se 
inoculan en un vino con azúcares. 
Ya se ha señalado que la capacidad para degradar el ácido málico fue la 
misma en todos los casos y las concentraciones finales de ácido láctico tampoco 
varían. El ácido cítrico ha sido ampliamente degradado, no existiendo diferencias 
significativas entre cepas de bacterias ni momentos de inoculación. Como luego 
veremos, el consumo del ácido cítrico ha sido más extenso en los vinos Tempranillo 
que en los Merlot, degradándose casi totalmente en los primeros (tablas 4.27 y 4.28). 
No existen diferencias significativas tampoco para los vinos de la variedad 
Tempranillo en los resultados analíticos de etanol, acidez total, glicerol y pH, siendo 
valores completamente similares en todos los casos. 
Respecto a los datos analíticos de los vinos acabados de la variedad Merlot 
(tabla 4.28), observamos, como en el caso anterior, que todos los vinos terminaron 
secos sin presentar ningún problema de paradas de fermentación ni observamos que 
la FML pudiera causar interferencias en el desarrollo de la FA.  
 
Tabla 4.28. Datos analíticos de los vinos de la variedad Merlot. 




























24 Hs FA 13,15 0,00 3,62 5,6 0,67 0,20 1,09 9 11,20 
1/2 FA 13,65 0,00 3,61 5,5 0,77 0,15 1,06 20 11,30 
10 g/L G/F 13,75 0,00 3,68 5,6 0,69 0,15 1,07 141 11,80 
Lalvin 
31® 
Fin FA 13,60 0,00 3,59 5,5 0,65 0,20 1,07 55 11,60 
24 Hs FA 13,45 0,00 3,63 5,6 0,72 0,15 1,04 11 11,50 
1/2 FA 13,45 0,00 3,60 5,6 0,76 0,16 1,05 16 11,70 
10 g/L G/F 13,15 0,00 3,63 5,6 0,69 0,12 1,06 51 11,60 
Elios 
1® 
Fin FA 13,50 0,02 3,56 5,5 0,58 0,18 1,18 41 11,20 
24 Hs FA 13,45 0,00 3,59 5,8 0,89 0,12 1,06 17 11,20 
1/2 FA 13,45 0,02 3,60 5,7 0,64 0,12 1,11 99 11,50 
10 g/L G/F 13,55 0,00 3,64 5,4 0,63 0,13 1,11 52 8,57 
CECT 
5671 
Fin FA 13,45 0,00 3,60 5,5 0,63 0,21 1,12 97 9,46 
Testigo  Sin inocular 13,65 0,00 3,59 5,3 0,61 0,18 1,12 26 13,70 
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Tampoco observamos en este caso, como ya apuntamos en las experiencias 
con la variedad Tempranillo, una clara tendencia en cuanto a la producción de ácido 
acético en los distintos momentos de inoculación de las cepas ensayadas aunque, 
para la bacteria Lalvin Elios 1, podríamos intuir una tendencia a disminuir el ácido 
acético producido cuando más tarde se siembra la bacteria en el vino. En esta 
variedad los valores de ácido acético de los vinos inoculados fueron similares o incluso 
mayores que aquel obtenido en el vino testigo sin inocular. 
Respecto a las concentraciones de los demás ácidos orgánicos, ya se ha 
señalado que el ácido L-málico fue completamente degradado en todos los casos por 
las cepas ensayadas y también por las bacterias autóctonas en el testigo sin inocular 
y, como confirman los resultados de los análisis de implantación realizados, también 
en algunos de los vinos inoculados, sin diferencias significativas en los valores finales 
del mismo. Tampoco varían significativamente las concentraciones finales de ácido 
láctico. El ácido cítrico sí parece presentar una tendencia a ser más extensamente 
degradado por las bacterias cuanto más tempranamente se inoculan éstas en el vino, 
especialmente en el caso de la bacteria Lalvin 31, que muestra el mayor contenido 
final de ácido cítrico en el tratamiento en el que la bacteria se inoculó cuando 
quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar, aunque éste es justamente el único de 
los vinos Merlot en que esta cepa fue inoculada y no consiguió imponerse. En los 
vinos Merlot inoculados con Lalvin Elios 1 también observamos una menor 
concentración final de ácido cítrico y, por lo tanto, mayor degradación del mismo, en 
los casos en que esta cepa se ha logrado imponer, cuando se inoculó a las 24 horas 
del comienzo de la FA y a mitad de la misma (tabla 4.26).  
No se observan diferencias significativas en el alcohol adquirido, la acidez total, 
y el pH, siendo valores completamente similares en todos los casos ensayados. En el 
glicerol tampoco vemos diferencias en los valores obtenidos para los vinos inoculados 
con las cepas comerciales de O. oeni (Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), pero sí evidenciamos 
que su valor fue ligeramente menor en los vinos inoculados con la cepa de L. 
plantarum CECT 5671 cuando ésta se inocula más tarde en el vino, concretamente 
cuando quedan 10 g/L de azúcares por fermentar y al final de la FA. Como podemos 
observar, ni el ácido acético ni el grado alcohólico obtenidos al final de la FA en estos 
vinos difieren de los obtenidos en los otros vinos Merlot en los que se ha inoculado 
esta cepa bacteriana (tabla 4.28), lo que nos indica que las diferencias obtenidas en la 
concentración de glicerol no se deben haber producido durante el desarrollo de las 
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fermentaciones alcohólica y glicero-pirúvica. Entonces, esta diferencia podría ser 
explicada por una mayor degradación del glicerol durante la FML por parte de las 
bacterias autóctonas de O. oeni que se han desarrollado en estos vinos, junto a Lalvin 
31 que, como hemos comprobado en los análisis de imposición, también se desarrolló 
en estos vinos (tabla 4.26), aunque el resto de parámetros determinados tampoco nos 
aclaran demasiado esta cuestión. No hay muchos estudios sobre la degradación de 
glicerol por distintas cepas y especies de bacterias lácticas vínicas, pero en un estudio 
de seis cepas aisladas de vino, pertenecientes a diferentes especies de cocos y 
bacilos, se vio que el uso del glicerol aumentaba cuando la concentración de azúcares 
en el medio disminuía (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Esta observación se correlaciona 
con los resultados aquí obtenidos, y podemos inferir que las cepas bacterianas que 
finalmente realizaron la FML se desarrollaron más tardíamente en estos vinos, cuando 
el contenido de azúcares era menor, evidenciando una mayor degradación de glicerol.  
4.4.7 Formación de CE 
A continuación se presentan los resultados de arginina, citrulina y CEP 
obtenidos en los mostos y vinos de las variedades Tempranillo y Merlot. Para los vinos 
de la variedad Merlot también se presentan los resultados de CE de los vinos. No se 
presentan los valores de CE determinados en los vinos de la variedad Tempranillo por 
encontrarse muy cerca o por debajo del límite de detección del método de 
determinación. Arginina y citrulina se han determinado en el mosto y en dos momentos 
en los vinos, cuando había finalizado la degradación de azúcares y al finalizar el 
consumo del ácido L- málico. El CE y CEP sólo se determinaron al final de la FML, y 
no en los vinos de final de FA, ya que, en este estudio, en el momento en que finaliza 
la degradación de los azúcares los vinos no son equivalentes; algunos habían 
comenzado la degradación del ácido L-málico y otros no, con lo que obtener 
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Tabla 4.29. Contenidos de arginina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Tempranillo. 
CEPA Momento de inoculación Mosto FFA FFML 
24 Hs FA 17 16 32 
1/2 FA 17 16 29 
10 g/L G/F 17 18 37 
Lalvin 
31® 
Fin FA 17 16 37 
24 Hs FA 17 25 31 
1/2 FA 17 28 23 
10 g/L G/F 17 28 23 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 17 20 19 
24 Hs FA 17 17 36 
1/2 FA 17 16 40 
10 g/L G/F 17 22 33 
CECT 
5671 
Fin FA 17 21 39 
Testigo Sin inocular 17 25 38 
                      FFA: final de fermentación alcohólica 
                      FFML: final de fermentación maloláctica 
 
Tabla 4.30. Contenidos de citrulina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Tempranillo. 
CEPA Momento de inoculación Mosto FFA FFML 
24 Hs FA 0 0 0 
1/2 FA 0 0 5 
10 g/L G/F 0 0 16 
Lalvin 
31® 
Fin FA 0 14 55 
24 Hs FA 0 5 30 
1/2 FA 0 0 10 
10 g/L G/F 0 0 12 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 0 0 5 
24 Hs FA 0 0 2 
1/2 FA 0 0 5 
10 g/L G/F 0 0 2 
CECT 
5671 
Fin FA 0 0 0 
Testigo Sin inocular 0 0 12 
                      FFA: final de fermentación alcohólica 
                      FFML: final de fermentación maloláctica 
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Tabla 4.31. Contenidos de CEP (µg/L) en los vinos de la variedad Tempranillo. 
CEPA Momento de inoculación FFML 
24 Hs FA 84 
1/2 FA 45 
10 g/L G/F 47 
Lalvin 31® 
Fin FA 46 
24 Hs FA 60 
1/2 FA 66 
10 g/L G/F 71 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 72 
24 Hs FA 65 
1/2 FA 72 
10 g/L G/F 55 
CECT 5671 
Fin FA 51 
Testigo Sin inocular 59 
                                      FFML: final de fermentación maloláctica 
 
De los resultados obtenidos en los vinos de la variedad Tempranillo, contenidos 
en las tablas 4.29, 4.30 y 4.31 podemos evidenciar que, en este estudio es difícil 
establecer una correlación entre los distintos parámetros que permita establecer una 
conclusión clara.  
Con respecto a los niveles de arginina, podemos advertir que su concentración 
no disminuye con el desarrollo de los microorganismos en el vino. Al final de la FA los 
valores se han mantenido respecto a los iniciales encontrados en el mosto para los 
vinos inoculados con la cepa Lalvin 31, han aumentado en los vinos inoculados con 
Lalvin Elios 1 y en el testigo sin inocular y, en los vinos inoculados con CECT 5671, se 
han mantenido en aquellos vinos en los que la bacteria se inoculó más tempranamente 
en el mosto-vino (inoculaciones a las 24 horas de iniciada la FA y a mitad de la FA) y 
aumentaron ligeramente en las demás inoculaciones (cuando quedaban 10 g/L de 
azúcares por fermentar y al final de la FA). Al final de la FML los valores de arginina 
aumentaron en los vinos inoculados con las cepas Lalvin 31, CECT 5671, en el testigo 
sin inocular y en el vino inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas del comienzo de la 
FA. En los demás vinos inoculados con la cepa Lalvin Elios 1 las concentraciones de 
arginina disminuyeron con respecto a los observados al final de FA. Los aumentos en 
las concentraciones de arginina pueden ser explicados por la presencia de las lías de 
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levadura en los vinos durante el desarrollo de la FML, en mayor o menor medida 
dependiendo del momento de inoculación. A partir de estos resultados podríamos 
concluir que la cepa Lalvin Elios 1 presenta una mayor capacidad para degradar la 
arginina, ya que es en los vinos finales inoculados con esta cepa en los que 
observamos los valores más bajos de arginina.  
Los valores de citrulina sólo han aumentado, muy ligeramente, en dos de los 
vinos Tempranillo al final de la FA, el vino inoculado con Lalvin 31 al final de la FA y el 
inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas de iniciada la misma. Como ya se anunció, 
no se observa una clara correlación entre los valores finales obtenidos de arginina y 
los de citrulina. Sí podemos observar que, al final de la FML, la cepa Lalvin 31 muestra 
una tendencia a dar valores más altos de citrulina cuanto más tarde se inocula en el 
vino. Esta observación es la opuesta a la que se advierte con la otra cepa ensayada 
de O. oeni, Lalvin Elios 1. Los valores finales de citrulina en los vinos inoculados con la 
cepa de L. plantarum CECT 5671 son muy bajos, o nulos en algún caso, los más bajos 
entre todos los vinos obtenidos.  
Respecto a los valores obtenidos de CEP, nuevamente hay que destacar que 
no hallamos una clara correlación con los valores finales de arginina o citrulina. 
Evaluando los resultados obtenidos para cada cepa podemos decir que, en el caso de 
los vinos inoculados con la cepa Lalvin 31, los niveles de CEP son menores al 
obtenido en el vino testigo en todos los casos, exceptuando el vino inoculado con la 
bacteria a las 24 Hs del comienzo de la FA. Por el contrario, los niveles obtenidos con 
Lalvin Elios 1 son, en todos los casos, ligeramente superiores al del testigo sin 
inocular. En estos vinos podemos ver una tendencia a dar niveles más altos de CEP 
cuanto más tarde se inocula la bacteria en el mosto-vino, pero las diferencias entre los 
valores obtenidos en los distintos vinos inoculados con Lalvin Elios 1 tampoco son 
significativas como para elaborar una sentencia concluyente. En los vinos inoculados 
con la cepa de L. plantarum CECT 5671 los niveles finales de CEP son ligeramente 
superiores al del vino testigo en los vinos inoculados más tempranamente con la 
bacteria y, en cambio, son ligeramente inferiores al del vino testigo en los vinos en los 
que la bacteria se inocula más tarde en el vino. Como ya observamos con esta cepa 
en las experiencias realizadas en vino simulado, los niveles alcanzados de CEP son 
similares, o incluso superiores, a los que presentan los vinos que fueron inoculados 
con las cepas comerciales de O. oeni, aunque la producción de citrulina ha sido 
mínima o nula, dependiendo el caso.  
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Tabla 4.32. Contenidos de arginina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Merlot. 
CEPA Momento de inoculación Mosto FFA FFML 
24 Hs FA 17 13 32 
1/2 FA 17 17 31 
10 g/L G/F 17 18 32 
Lalvin 
31® 
Fin FA 17 17 30 
24 Hs FA 17 28 30 
1/2 FA 17 31 27 
10 g/L G/F 17 25 22 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 17 20 20 
24 Hs FA 17 17 33 
1/2 FA 17 16 35 
10 g/L G/F 17 23 30 
CECT 
5671 
Fin FA 17 20 37 
Testigo Sin inocular 17 26 35 
                      FFA: final de fermentación alcohólica 
                      FFML: final de fermentación maloláctica 
 
Tabla 4.33. Contenidos de citrulina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Merlot. 
CEPA Momento de inoculación Mosto FFA FFML 
24 Hs FA 0 49 48 
1/2 FA 0 34 42 
10 g/L G/F 0 32 38 
Lalvin 
31® 
Fin FA 0 43 58 
24 Hs FA 0 45 43 
1/2 FA 0 38 66 
10 g/L G/F 0 22 48 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 0 29 49 
24 Hs FA 0 28 31 
1/2 FA 0 42 0 
10 g/L G/F 0 26 39 
CECT 
5671 
Fin FA 0 49 17 
Testigo Sin inocular 0 38 32 
                      FFA: final de fermentación alcohólica 
                      FFML: final de fermentación maloláctica 
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Tabla 4.34. Contenidos de CE y CEP (µg/L) en los vinos de la variedad Merlot. 
CEPA Momento de inoculación CE (µg/L) CEP (µg/L) 
24 Hs FA 3,7 53,9 
1/2 FA 4,5 34,9 
10 g/L G/F 4,6 21,1 
Lalvin 31® 
Fin FA 2,6 26,3 
24 Hs FA 1,3 97,4 
1/2 FA 2,1 73,0 
10 g/L G/F 4,8 80,3 
Lalvin 
Elios 1® 
Fin FA 1,6 61,1 
24 Hs FA 1,4 90,9 
1/2 FA ND 61,9 
10 g/L G/F 1,2 58,8 
CECT 5671 
Fin FA ND 52,2 
Testigo Sin inocular 3,0 51,3 
                         CE: carbamato de etilo 
                         CEP: carbamato de etilo potencial 
                         ND: no detectado 
 
En los vinos de la variedad Merlot observamos una situación similar a la ya 
observada con aquellos de la variedad Tempranillo.  
Al evaluar los niveles de arginina de los vinos de la variedad Merlot, advertimos 
que, prácticamente, se repiten las observaciones realizadas para los vinos de la 
variedad Tempranillo. La presencia de lías de levadura durante el desarrollo de la FML 
y el desarrollo simultáneo en los vinos tanto de levaduras como de bacterias pueden 
explicar los aumentos en las concentraciones de arginina observados y la 
imposibilidad de encontrar tendencias claras en los niveles de arginina, citrulina y CE. 
Como ya evidenciamos en los vinos Tempranillo, la concentración de arginina, 
en general, aumenta en los vinos luego del desarrollo de las fermentaciones alcohólica 
y maloláctica. Nuevamente, observamos que al final de la FA los niveles de arginina se 
han mantenido prácticamente igual a los iniciales hallados en el mosto en los vinos en 
los que se ha inoculado la cepa Lalvin 31, en los vinos inoculados con Lalvin Elios 1 
han aumentado, así como en el vino testigo con FML espontánea, y en los vinos 
inoculados con CECT 5671 los niveles de arginina se han mantenido en los vinos 
inoculados a las 24 horas de iniciada la FA y a mitad de la FA con esta cepa y han 
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aumentado, aunque muy ligeramente, en los vinos inoculados cuando quedaban 10 
g/L de azúcares por fermentar y al final de la FA. En los vinos de final de FML los 
niveles finales de arginina han aumentado respecto a los niveles iniciales y a los 
encontrados a final de FA en los vinos inoculados con las cepas Lalvin 31, CECT 5671 
y en el vino control no inoculado. En los vinos inoculados con Lalvin Elios 1 
observamos que las concentraciones de arginina se mantienen o disminuyen 
ligeramente respecto a las observadas al final de FA. La conclusión ya realizada sobre 
la mayor capacidad para degradar la arginina que parece presentar la cepa Lalvin 
Elios 1 es válida también en este caso.  
Contrariamente a lo observado en los vinos de la variedad Tempranillo, los 
valores de citrulina de los vinos de la variedad Merlot al final de la FA han aumentado 
respecto a los iniciales encontrados en el mosto, sin una clara tendencia ni una 
correlación con los valores hallados de arginina en este punto. Los valores de citrulina 
en los vinos al final de la FML han aumentado o se han mantenido, respecto a 
aquellos presentes al final de FA, en aquellos vinos inoculados con las cepas 
comerciales de O. oeni y son, en todos los casos, más altos que en el vino testigo sin 
inocular, aunque no se observa una tendencia notoria para los vinos inoculados con 
Lalvin 31, como se observaba en los vinos Tempranillo. Los valores de citrulina de los 
vinos inoculados con Lalvin Elios 1 aumentan en todos los casos al final de la FML, 
excepto en el vino inoculado con la bacteria a las 24 horas de iniciada la FA, cuyo 
valor se mantiene respecto al encontrado al final de la FA. Concretamente, el vino en 
el que la bacteria se inoculó a mitad de la FA muestra el valor más elevado de citrulina 
entre todos los vinos Merlot, una concentración que duplica la encontrada en el vino 
testigo. Como ya observamos también para los vinos Tempranillo, los valores de 
citrulina al final de la FML en los vinos inoculados con la cepa de L. plantarum CECT 
5671 son, en general, menores a los obtenidos en los vinos inoculados con las cepas 
de O. oeni, y son también, menores al del vino control no inoculado, exceptuando el 
vino inoculado cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar, que muestra un 
valor de citrulina ligeramente superior al del vino testigo. Hay que recordar en este 
punto que en los vinos inoculados con esta cepa de L. plantarum se desarrollaron 
cepas autóctonas de O. oeni, que fueron responsables del consumo de todo o una 
parte, según el caso, del contenido del ácido L-málico y podrían ser también 
responsables de estos valores. 
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Al comparar los niveles de CE de los vinos de final de FML inoculados con las 
dos cepas comerciales de O. oeni, observamos que son considerablemente mayores 
en los vinos inoculados con Lalvin 31 respecto a los vinos inoculados con Lalvin Elios 
1, excepto en el caso de los vinos inoculados cuando quedaban 10 g/L de azúcares 
por fermentar, que muestran niveles semejantes de CE y los valores más altos para 
los vinos inoculados con cada una de estas cepas. Exceptuando el vino inoculado a 
final de FA, los vinos inoculados con Lalvin 31 evidencian niveles de CE mayores a los 
del vino testigo sin inocular. En cambio, los vinos inoculados con Lalvin Elios 1 
muestran valores de CE menores a los del vino testigo en todos los casos excepto 
para el vino inoculado cuando quedaban 10 g/L de azúcares por fermentar. Los vinos 
inoculados con L. plantarum CECT 5671 muestran, al final de la FML, valores muy 
bajos de CE o nulos, inferiores, en cualquier caso, al del vino control no inoculado y a 
los vinos homólogos inoculados con las cepas comerciales de O. oeni ensayadas, 
exceptuando el vino inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas de iniciada la FA, cuyo 
valor de CE no difiere significativamente del que muestra el vino inoculado con CECT 
5671 en el mismo momento de la vinificación.  
Nuevamente, hay que recalcar que no se puede establecer una correlación 
entre los valores de CEP en los vinos al final de la FML y los hallados en ese momento 
de arginina y citrulina. Pero se confirman en los vinos de la variedad Merlot las 
consideraciones ya realizadas para los vinos de la variedad Tempranillo, en cuanto a 
los resultados obtenidos de CEP. Como ya se señaló al evaluar los vinos Tempranillo, 
los vinos Merlot inoculados con la cepa Lalvin 31 evidencian valores de CEP menores 
a los de los vinos inoculados con Lalvin Elios 1 y al del vino testigo no inoculado, 
exceptuando el vino inoculado a las 24 horas del comienzo de la FA, como ya ocurrió 
en la variedad Tempranillo. Tal como se observó en la variedad Tempranillo, los 
niveles de CEP de los vinos Merlot inoculados con Lalvin Elios 1 son superiores al del 
vino testigo. Pero, contrariamente a lo observado en los vinos Tempranillo inoculados 
con esta cepa, se advierte en los vinos Merlot una tendencia a dar niveles mayores de 
CEP cuanto antes se inoculan las bacterias comerciales en el mosto-vino. Esta 
tendencia se observa también en los vinos Merlot inoculados con la cepa de L. 
plantarum CECT 5671. A diferencia de los resultados alcanzados con esta cepa en los 
vinos Tempranillo, en los vinos Merlot los niveles de CEP de todos los vinos son 
superiores al del vino control. Nuevamente, destacar que los niveles de CEP obtenidos 
en los vinos inoculados con esta cepa de L. plantarum se encuentran en el orden de 
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aquellos que alcanzaron las cepas comerciales de O. oeni, y que estos valores 
podrían también ser explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas autóctonas 
de O. oeni. 
4.4.8 Análisis estadístico 
Como ya se ha explicado, en este estudio no ha sido posible advertir una 
correlación entre los valores de CE o CEP en los vinos al final de la FML, tanto de la 
variedad Tempranillo como de la variedad Merlot, y los hallados en ese momento de 
arginina y citrulina. 
Para comprobar si existía alguna correlación entre CE, sus precursores o CEP 
y alguno de los parámetros enológicos analizados se realizó el análisis estadístico con 
los resultados obtenidos. Para ello se empleó el procedimiento de correlaciones 
bivariadas del programa SPSS. Las tablas resultantes ofrecen el coeficiente de 
correlación de Pearson, el nivel crítico bilateral que corresponde a ese coeficiente (Sig. 
bilateral) y el número de casos válidos (N) sobre el que se han efectuado los cálculos. 
Sólo se resumen aquí los resultados en los que se ha observado correlación, los que 
se destacan en negrita. 
La tabla 4.35 resume las correlaciones obtenidas al analizar los resultados de 
los vinos de la variedad Tempranillo. Vemos que el CEP se correlaciona positivamente 
con el ácido acético, a la vez que éste se correlaciona negativamente con el contenido 
de citrulina al final de la FML. El ácido acético es un producto secundario del 
metabolismo microbiano en el vino, derivado de la actividad tanto de levaduras como 
de bacterias (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Es lógico entonces que una mayor 
actividad microbiana resultante en un mayor contenido de ácido acético resulte 
también en un mayor nivel de CEP. La citrulina contenida al final de la FML se 
correlaciona también positivamente con el pH. Esta tendencia se observó también en 
el apartado 4.2, en los ensayos realizados con las cepas de O. oeni, en los que resultó 
un mayor nivel de citrulina al final de la FML cuanto mayor era el pH del vino simulado. 
La concentración de citrulina al final de la FML se correlaciona también positivamente 
con el nivel de ácido cítrico, que hemos visto difería según la cepa inoculada y también 
según el momento de inoculación de las cepas.  
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Tabla 4.35. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 
CE y CEP de los vinos de la variedad Tempranillo. 







C. P. 1 -0,26 0,39 0,65(*) -0,26 
S. (b)   0,39 0,18 0,02 0,39 
pH 
N 13 13 13 13 13 
C. P. -0,26 1 -0,31 -0,57(*) 0,67(*) 
S. (b) 0,39   0,31 0,04 0,01 
Ácido acético 
N 13 13 13 13 13 
C. P. 0,39 -0,31 1 0,62(*) -0,04 
S. (b) 0,18 0,31   0,02 0,90 
Ácido cítrico 
N 13 13 13 13 13 
C. P. 0,65(*) -0,57(*) 0,62(*) 1 -0,41 
S. (b) 0,02 0,04 0,02   0,16 
Citrulina FFML 
N 13 13 13 13 13 
C. P. -0,26 0,67(*) -0,04 -0,41 1 
S. (b) 0,39 0,01 0,90 0,16   
CEP FFML 
N 13 13 13 13 13 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
FML: fermentación maloláctica. 
FFML: final de fermentación maloláctica. 
CEP: carbamato de etilo potencial. 
 
En la tabla 4.36 se presentan las correlaciones obtenidas al analizar los 
resultados de los vinos de la variedad Merlot. En esta variedad el nivel de CEP en los 
vinos al final de la FML se correlaciona negativamente con el grado alcohólico 
adquirido. Este resultado es contradictorio e incoherente con otras observaciones 
realizadas en la presente tesis así como las formalizadas por otros autores (Ough et 
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Tabla 4.36. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 










FFML CE FFML 
CEP 
FFML 
C. P. 1 0,04 0,33 -0,10 -0,56(*) -0,59(*) 0,12 
S. (b)   0,89 0,26 0,75 0,05 0,04 0,70 
Cepa 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. 0,04 1 0,29 -0,08 -0,09 -0,01 -0,79(**) 




N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. 0,33 0,29 1 0,57(*) -0,64(*) -0,31 -0,31 
S. (b) 0,26 0,34   0,04 0,02 0,31 0,31 
Arginina FFML 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. -0,10 -0,08 0,57(*) 1 -0,18 -0,33 0,02 
S. (b) 0,75 0,81 0,04   0,55 0,28 0,95 
Citrulina FFA 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. -0,56(*) -0,09 -0,64(*) -0,18 1 0,50 -0,00 
S. (b) 0,05 0,77 0,02 0,55   0,08 0,99 
Citrulina FFML 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. -0,59(*) -0,01 -0,31 -0,33 0,50 1 -0,10 
S. (b) 0,04 0,98 0,31 0,28 0,08   0,75 
CE FFML 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. 0,12 -0,79(**) -0,31 0,02 -0,00 -0,10 1 
S. (b) 0,70 0,00 0,31 0,95 0,99 0,75   
CEP FFML 
N 13 13 13 13 13 13 13 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
FFA: final de fermentación alcohólica. 
FFML: final de fermentación maloláctica. 
CE: carbamato de etilo. 
CEP: carbamato de etilo potencial. 
 
 
En los vinos Merlot la cepa inoculada para realizar la FML ha influido en los 
niveles encontrados al final de la FML tanto de citrulina como de CE. En la figura 4.33  
podemos ver los resultados obtenidos luego de realizar el análisis de varianza 
(ANOVA) de un factor con el programa SPSS, para comparar varios grupos, en este 
caso, varias cepas, en una variable cuantitativa, la citrulina. Este análisis pone a 
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Intervalo de confianza 
para la media al 95% 







Lalvin 31 4 46,50 8,70 4,35 32,66 60,34 38 58 
Lalvin Elios 1 4 51,50 10,02 5,01 35,56 67,44 43 66 
CECT 5671 4 21,75 17,12 8,56 -5,48 48,98 0 39 
Testigo 1 32,00 . . . . 32 32 
Total 13 39,31 17,06 4,73 29,00 49,62 0 66 
 
Prueba de homogeneidad de varianzas 
                                       Citrulina FFML 
Estadístico de 
Levene gl1 gl2 Sig. 
1,515(a) 2 9 0,27 




                Citrulina FFML  





Inter-grupos 2088,02 3 696,01 4,45 0,04 
Intra-grupos 1406,75 9 156,31   




Figura 4.33. Comparación de medias de los niveles de citrulina en los vinos Merlot al final de la 
FML para las distintas cepas inoculadas y testigo.  
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En el análisis de las varianzas el programa ha excluido al vino testigo al 
presentar un único caso.  
El estadístico de Levene permite contrastar la hipótesis de que las varianzas 
son iguales. Como su nivel crítico es mayor que 0,05, aceptamos la hipótesis de 
igualdad de varianzas y concluimos que, en las poblaciones definidas por las tres 
cepas examinadas, las varianzas de la concentración de citrulina al final de la FML son 
iguales.  
El estadístico F es el cociente entre dos estimadores diferentes de la varianza 
poblacional. Uno de estos estimadores se obtiene a partir de la variación existente 
entre las medias de los grupos (variación Inter-grupos). El otro estimador se obtiene a 
partir de la variación existente entre las puntuaciones dentro de cada grupo (variación 
Intra-grupos). El cociente entre las medias cuadráticas de cada estimador de la 
varianza poblacional nos proporciona el valor estadístico F. Como el nivel de 
significación (Sig.) observado en la prueba ANOVA es menor que 0,05, rechazamos la 
hipótesis de igualdad de medias concluyendo que las medias de citrulina al final de la 
FML son diferentes en los vinos Merlot dependiendo de la cepa inoculada.  
El estadístico F del ANOVA nos permite rechazar la hipótesis de que los 
promedios contrastados son iguales, pero no conocemos dónde se encuentran las 
diferencias. Para ello utilizamos el contraste denominado comparaciones múltiples 
post hoc. De este análisis se ha excluido al vino testigo por tener menos de dos casos.  
Puesto que, de acuerdo a los resultados de la prueba de Levene, asumíamos 
que las varianzas poblacionales eran iguales hemos seleccionado para el análisis post 
hoc la diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey, que asume que las 
varianzas son iguales. De los resultados obtenidos (tabla 4.37) podemos concluir que 
los promedios de las concentraciones de citrulina al final de la FML de los vinos 
inoculados con L. plantarum CECT 5671 difieren significativamente de los obtenidos 
en los vinos inoculados con ambas cepas comerciales de O. oeni, Lalvin 31 y Lalvin 
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Tabla 4.37. Comparaciones múltiples (Tukey) del procedimiento ANOVA de un factor para los 




Citrulina FFML  
 
Intervalo de confianza al 
95% 
 
(I) Cepa (J) Cepa Diferencia de medias (I-J) 
Error 




Lalvin Elios 1 -5,00 8,84 0,84 -29,68 19,68 Lalvin 31 
CECT 5671 24,75* 8,84 0,05 0,07 49,43 
Lalvin 31 5,00 8,84 0,84 -19,68 29,68 Lalvin Elios 1 
CECT 5671 29,75* 8,84 0,02 5,07 54,43 




Lalvin Elios 1 -29,75* 8,84 0,02 -54,43 -5,07 
*  La diferencia entre las medias es significativa al nivel 0,05. 
 
Tabla 4.38. Subgrupos homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor para los vinos 
Merlot y la variable dependiente Citrulina FFML en función de la cepa inoculada. 
 
                     Citrulina FFML  




CECT 5671 4 21,75  
Lalvin 31 4  46,50 
Lalvin Elios 1 4  51,50 
HSD de Tukey a 
Sig.  1,00 0,84 
a Como tamaño muestral se utiliza la media harmónica de los tamaños de cada grupo = 4,000. 
 
La tabla 4.38 nos ofrece una clasificación de los grupos basada en el grado de 
parecido existente entre sus medias. Así, el subgrupo 1 incluye a L. plantarum CECT 
5671, que, obviamente, no difiere de sí mismo (significación = 1,000), y el subgrupo 2 
incluye dos grupos, Lalvin 31 y Lalvin Elios 1, cuyas medias no difieren 
significativamente (significación = 0,841), resultados que podíamos extraer del gráfico 
de comparación de medias de la figura 4.33. 
La figura 4.34  nos ofrece los resultados obtenidos luego de realizar el análisis 
ANOVA para comparar, en este caso, las medias de CE en los vinos Merlot al final de 
FML en función de las cepas inoculadas. Nuevamente, el programa SPSS ha excluido 
al vino testigo del análisis de las varianzas al presentar un único caso.  
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Nuevamente, se repiten los resultados estadísticos obtenidos al analizar las 
varianzas de las concentraciones de citrulina al final de la FML. El nivel crítico del 
estadístico de Levene es mayor que 0,05, con lo que aceptamos la hipótesis de 
igualdad de varianzas y, por lo tanto, concluimos que las varianzas de la concentración 
de CE al final de la FML de los vinos Merlot son iguales para las poblaciones de las 
tres cepas examinadas.  
El nivel de significación (Sig.) observado en la prueba ANOVA para el 
estadístico F es menor que 0,05, lo que nos permite rechazar la hipótesis de igualdad 
de medias concluyendo, en este caso, que las medias de CE al final de la FML de los 
vinos Merlot son diferentes dependiendo de la cepa inoculada.  
Nuevamente se ha utilizado la diferencia honestamente significativa (HSD) de 
Tukey para evaluar dónde se encuentran las diferencias. El programa ha excluido de 
este análisis al vino testigo por tener menos de dos casos.  
Los resultados obtenidos, luego de realizar el análisis de comparaciones 
múltiples post hoc para la variable CE al final de la FML, nos permiten concluir que las 
medias de los niveles de CE al final de la FML de los vinos Merlot inoculados con L. 
plantarum CECT 5671 difieren significativamente de los obtenidos en los vinos 
inoculados con Lalvin 31 (tabla 4.39).  
En la tabla 4.40 observamos que la cepa Lalvin Elios 1 aparece en los dos 
grupos definidos y que la media de CE de los vinos de final de FML inoculados con 
esta cepa no difiere significativamente ni de la media de CE al final de la FML de los 
vinos inoculados con CECT 5671 (significación = 0,123) ni de aquella de los vinos 
inoculados con Lalvin 31 (significación = 0,251), resultados que podíamos intuir del 
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CE FFML  
Intervalo de confianza 
para la media al 95% 







Lalvin 31 4 3,85 0,926 0,46 2,38 5,32 2,6 4,6 
Lalvin Elios 1 4 2,45 1,60 0,80 -0,10 5,00 1,3 4,8 
CECT 5671 4 0,65 0,76 0,38 -0,55 1,85 0,0 1,4 
Testigo 1 3,00 . . . . 3,0 3,0 
Total 13 2,37 1,66 0,46 1,37 3,37 0,0 4,8 
 
Prueba de homogeneidad de varianzas 
                                       CE FFML 
Estadístico de 
Levene gl1 gl2 Sig. 
1,080(a) 2 9 0,38 




                CE FFML  
  Suma de cuadrados gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 21,02 3 7,01 5,27 0,02 
Intra-grupos 11,97 9 1,33   
Total 33,00 12    
 
























Figura 4.34. Comparación de medias de los niveles de CE en los vinos Merlot al final de la 
FML para las distintas cepas inoculadas y testigo.  
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Tabla 4.39. Comparaciones múltiples (Tukey) del procedimiento ANOVA de un factor para los 




CE FFML  
 
Intervalo de confianza al 
95% 
 
(I) Cepa (J) Cepa Diferencia de medias (I-J) 
Error 




Lalvin Elios 1 1,40 0,82 0,25 -0,88 3,68 Lalvin 31 
CECT 5671 3,20* 0,82 0,01 0,92 5,48 
Lalvin 31 -1,40 0,82 0,25 -3,68 0,88 Lalvin Elios 1 
CECT 5671 1,80 0,82 0,12 -0,48 4,08 




Lalvin Elios 1 -1,80 0,82 0,12 -4,08 0,48 
*  La diferencia entre las medias es significativa al nivel 0,05. 
 
 
Tabla 4.40. Subgrupos homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor para los vinos 
Merlot y la variable dependiente CE FFML en función de la cepa inoculada. 
 
                          CE FFML  




CECT 5671 4 0,650  
Lalvin Elios 1 4 2,450 2,450 
Lalvin 31 4  3,850 
HSD de Tukey a 
Sig.  0,123 0,251 
a Como tamaño muestral se utiliza la media harmónica de los tamaños de cada grupo = 4,000. 
 
 
A continuación se presentan las correlaciones bivariadas obtenidas al analizar 
todos los resultados en conjunto, tanto los generados en los ensayos con los vinos 
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Tabla 4.41. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parámetros enológicos, precursores del 
CE y CEP de todos los vinos estudiados. 














C. P. 1 0,00 0,79(**) 0,99(**) 0,91(**) 0,95(**) 0,94 .(a) 0,00 
S. (b)   1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 
Variedad 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,00 1 0,27 0,01 0,00 -0,02 -0,06 -0,59(*) 0,12 
S. (b) 1,00   0,19 0,97 0,99 0,92 0,78 0,04 0,56 
Cepa 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,79(**) 0,27 1 0,79(**) 0,80(**) 0,66(**) 0,65 -0,24 -0,04 
S. (b) 0,00 0,19   0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,86 
Duración FML 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,99(**) 0,01 0,79(**) 1 0,88(**) 0,94(**) 0,92 -0,01 -0,09 




N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,91(**) 0,00 0,80(**) 0,88(**) 1 0,85(**) 0,81 0,16 0,11 
S. (b) 0,00 0,99 0,00 0,00   0,00 0,00 0,61 0,59 
Ácido acético 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,94(**) -0,06 0,65(**) 0,92(**) 0,81(**) 1 0,66(**) -0,33 -0,03 
S. (b) 0,00 0,78 0,00 0,00 0,00 . 0,00 0,28 0,87 
Citrulina FFA 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. 0,66(**) -0,35 0,44(*) 0,65(**) 0,55(**) 0,66 1 0,50 -0,15 
S. (b) 0,00 0,08 0,02 0,00 0,00 0,00   0,08 0,47 
Citrulina 
FFML 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P. .(a) -0,59(*) -0,24 -0,01 0,16 -0,33 0,50 1 -0,10 
S. (b) 0,00 0,04 0,43 0,98 0,61 0,28 0,08   0,75 
CE FFML 
N 13 13 13 13 13 13 13 13 13 
C. P. 0,00 0,12 -0,04 -0,09 0,11 -0,03 -0,15 -0,10 1 
S. (b) 1,00 0,56 0,86 0,67 0,59 0,87 0,47 0,75   
CEP FFML 
N 26 26 26 26 26 26 26 13 26 
C. P.: Correlación de Pearson  
S. (b): Sig. (bilateral) 
**  La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
*  La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
FFA: final de fermentación alcohólica. 
FFML: final de fermentación maloláctica. 
CE: carbamato de etilo. 
CEP: carbamato de etilo potencial. 
 
Como vemos en la tabla 4.41, el nivel de CE al final de la FML correlaciona 
negativamente con la cepa de bacteria inoculada. Los datos para esta correlación sólo 
provenían de los resultados obtenidos en las experiencias con los vinos Merlot, ya 
que, como se mencionó, no se presentaron los valores de CE para los vinos 
Tempranillo. Por ello, esta correlación ya se comentó al tratar los resultados de los 
vinos Merlot.  
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Los niveles de citrulina alcanzados tanto al final de la FA como de la FML se 
correlacionan con la variedad de uva.  
Descriptivos 
Citrulina FFA 
Intervalo de confianza 
para la media al 95% 







Tempranillo 13 1,46 4,01 1,11 -0,96 3,89 0 14 
Merlot 13 36,54 8,84 2,45 31,20 41,88 22 49 
Total 26 19,00 19,11 3,75 11,28 26,72 0 49 
 
Prueba de homogeneidad de varianzas 
                                       Citrulina FFA 
Estadístico de 
Levene gl1 gl2 Sig. 
11,389 1 24 0,003 
 
ANOVA 
                Citrulina FFA  
  Suma de cuadrados gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 7997,54 1 7997,54 169,79 0,00 
Intra-grupos 1130,46 24 47,10   
Total 9128,00 25    
 
 



























Figura 4.35. Comparación de medias de los niveles de citrulina al final de la FA en los vinos 
Tempranillo y Merlot.  
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El análisis ANOVA de un factor para comparar las medias de las 
concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final de la FA se 
muestra en la figura 4.35.   
De acuerdo con el nivel de significación (Sig.) de la prueba ANOVA para el 
estadístico F y con el nivel crítico del estadístico de Levene concluimos que, tanto las 
medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final de 
la FA, como sus varianzas, son significativamente diferentes. Estas conclusiones 
pueden también deducirse del gráfico de comparación de medias de la figura 4.35.  
En la figura 4.36 se presentan los resultados del análisis ANOVA de un factor al 
comparar las medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y 
Merlot al final de la FML.   
De acuerdo con el nivel crítico del estadístico de Levene, concluimos que las 
varianzas de las medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y 
Merlot al final de la FML no presentan una diferencia significativa, como puede 
también deducirse del gráfico de comparación de medias de la figura 4.36.  
Del nivel de significación (Sig.) de la prueba ANOVA para el estadístico F 
podemos concluir que las medias de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final 
de la FML son significativamente diferentes. Esta conclusión también podía extraerse 
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Intervalo de confianza 
para la media al 95% 







Tempranillo 13 11,85 15,35 4,26 2,57 21,12 0 55 
Merlot 13 39,31 17,06 4,73 29,00 49,62 0 66 
Total 26 25,58 21,19 4,16 17,02 34,14 0 66 
 
Prueba de homogeneidad de varianzas 
                                       Citrulina FFML 
Estadístico de 
Levene gl1 gl2 Sig. 
0,205 1 24 0,655 
 
ANOVA 
                Citrulina FFML 
  Suma de cuadrados gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Inter-grupos 4901,88 1 4901,88 18,61 0,00 
Intra-grupos 6322,46 24 263,44   
Total 11224,35 25    
 
 


























Figura 4.36. Comparación de medias de los niveles de citrulina al final de la fermentación 
maloláctica en los vinos Tempranillo y Merlot.  
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Volviendo a la tabla 4.41 de correlaciones bivariadas, observamos una 
correlación positiva entre los niveles de citrulina, tanto al final de la FA como de la 
FML, y la duración de la FML y el grado alcohólico adquirido. Un mayor tiempo de 
duración de la FML lleva a una mayor producción de citrulina lo que, con el tiempo, 
podría generar mayores niveles de CE en los vinos.  
Los niveles de citrulina al final de la FA y de la FML correlacionan también 
positivamente con el nivel de ácido acético que, como ya se ha comentado, es un 
producto secundario del metabolismo tanto de levaduras como de bacterias en el vino 
(Ribéreau-Gayon et al., 2000). Como hemos explicado más arriba, una mayor duración 
de la FML y, simultáneamente, una mayor actividad microbiana resultan en un mayor 
contenido de ácido acético a la vez que mayor concentración de citrulina en los vinos. 
4.4.9 Conclusiones 
No se detectaron interferencias entre los desarrollos de la FA y la FML en 
ninguno los momentos de inoculación estudiados y las diferencias en acidez volátil de 
los vinos no fueron significativas, incluso al pH más elevado estudiado. 
Se observó una menor mortalidad de las bacterias comerciales de O. oeni con 
la técnica de coinoculación, principalmente cuando ésta se realiza al inicio del proceso 
fermentativo, en el mosto. Esto permitió una mejor imposición de las mismas, lo que 
asegura un mejor control de la FML. La degradación del ácido L-málico fue más rápida 
cuando la inoculación se había realizado a las 12 horas de iniciada la FA comparando 
con la inoculación secuencial, al FFA, y principalmente con la FML espontánea. 
Existieron diferencias en cuanto a cinética fermentativa, poblaciones y 
porcentajes de imposición entre las BL comerciales ensayadas en los vinos Merlot y 
Tempranillo, mostrando mejor adaptación a cada vino una cepa diferente. Esto pone 
en evidencia la importancia en la elección de la cepa más adaptada a las condiciones 
particulares de cada vino.  
La población de la cepa CECT 5671 de L. plantarum ha ido decreciendo en los 
vinos desde el momento de su inoculación, aunque se observó actividad maloláctica, 
mayor cuanto antes se ha inoculado la BL en los mostos.  
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Se evidenció diferente capacidad para degradar la arginina por parte de las dos 
cepas comerciales de O. oeni ensayadas en este estudio, así como diferentes niveles 
de CEP. 
No se encontró correlación en ninguno de los ensayos entre los niveles de CE 
o CEP y las concentraciones de arginina o citrulina.  
Los niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 5671 
fueron similares a los que presentaban los vinos inoculados con las cepas de O. oeni, 
aunque podrían ser en parte explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas 
autóctonas de O. oeni. 
En los vinos Tempranillos se observó correlación entre los niveles de CEP y la 
concentración de ácido acético. En los vinos Merlot las medias de las concentraciones 
de citrulina y de CE al FFML fueron diferentes dependiendo de la cepa inoculada.  
Las concentraciones de citrulina tanto al FFA como al FFML difieren en las 
variedades de uva ensayadas y presentaron correlación tanto con el tiempo de 
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Es conocida desde hace tiempo la influencia de las levaduras en la formación 
del CE en el vino, desde el momento en que se sabe que la urea es probablemente el 
principal precursor del mismo en los vinos. La urea es producida por las levaduras en 
la FA como producto intermedio del catabolismo de la arginina, el aminoácido 
asimilable por las levaduras más abundante en mostos, y de las purinas (Ough et al., 
1988b; Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991; Ough, 1991 Butzke, 1998;). 
Debido a esto, la influencia de la urea y del metabolismo de las levaduras sobre la 
formación del CE en el vino, así como diferentes factores vitícolas y/o enológicos que 
influyen sobre ellos, ha sido extensamente estudiada en vinos (Ough et al., 1988a; 
Monteiro et al., 1989; Tegmo-Larsson y Henick-Kling, 1990b; Ough, 1991; Trioli y 
Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997; Butzke 1998; Suárez Lepe e Íñigo, 2004). 
Se sabe también que las BL pueden formar en los vinos precursores del CE, 
citrulina y carbamil-fosfato, a partir del metabolismo de la arginina (Liu et al., 1994; Liu 
et al., 1995; Mira de Orduña et al., 2000a), aunque no es ampliamente aceptada la 
afectación de las BL y de la FML sobre la formación del CE (Tegmo-Larsson et al., 
1989). Se ha demostrado la excreción de citrulina durante la degradación de arginina 
por parte de diferentes especies de BL y la correspondiente formación de CE en el 
vino (Ough et al., 1988a; Liu et al., 1994). En función de la especie y la cepa de BL, 
existe bastante variabilidad en la capacidad de degradación de arginina (Araque et al., 
2009). Si esta degradación no es completa se pueden acumular los intermediarios 
citrulina y/o carbamil-fosfato en los vinos (Bordons et al., 2004). 
Con este trabajo pretendíamos ampliar el conocimiento sobre la afectación de 
la FML y del metabolismo de las BL sobre la formación de CE en los vinos, qué 
condiciones de vinificación pueden aumentar la posibilidad de producción de 
precursores de CE y la potencialidad de formación de éste a partir de los precursores 
durante el desarrollo de la FML en los vinos. 
La determinación de BL por el método de referencia de cultivo en placa de Petri 
es una técnica fácil de realizar pero que presenta algunas desventajas. Entre ellas, la 
más importante es que requiere un tiempo de incubación muy largo, de 7 a 10 días. 
Para alcanzar los objetivos marcados en la presente tesis era necesario realizar el 
seguimiento de poblaciones de BL en los distintos trabajos planteados, para lo que 
resultaba imprescindible poner a punto una técnica fácil y, sobretodo, rápida. Fuimos 
capaces de realizar el seguimiento de poblaciones de BL y de la FML con una técnica 
relativamente sencilla, el recuento de microorganismos por epifluorescencia, que 
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resultó ser fiable y, sobretodo, rápida. Se pueden obtener resultados en 
aproximadamente una hora y media a partir de vino, lo que permite reaccionar 
rápidamente ante un problema de parada de FML o evitar efectos organolépticos y la 
formación de metabolitos indeseables que puedan afectar a la seguridad alimentaria 
como resultado de un crecimiento indeseado de las BL en los vinos.  
Comprobamos que, tal como se describe en la bibliografía (Monteiro et al., 
1989; Trioli y Colagrande, 1991), es durante la FA cuando se produce la mayor parte 
del CE en los vinos. Entre diferentes prácticas de vinificación examinadas, y 
normalmente utilizadas en las bodegas, ni la realización de la FML sobre lías ni la 
conservación del vino por 12 meses en condiciones normales de almacenamiento 
afectaron los niveles de CE de los vinos, por lo que podemos considerar seguras estas 
prácticas en cuanto a la prevención de la formación de CE en los vinos. Aunque el 
desarrollo de la FML, tanto espontánea como inducida con una BL comercial, y un 
mayor tiempo de exposición con los hollejos durante la FA no influyeron los niveles de 
CE en los vinos, sí provocaron un aumento del CEP, por lo que podemos decir que 
estas prácticas aumentan el potencial de los vinos para formar CE en un periodo 
posterior de conservación o envejecimiento a temperaturas normales. En los ensayos 
de diferentes momentos de inoculación de bacterias también comprobamos que la 
variedad de uva y el tiempo de duración de la FML influyen en las concentraciones de 
citrulina que se forman en los vinos. 
A diferencia de otros autores, que observaron que O. oeni podía degradar la 
arginina a niveles de pH vínicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pHs más bajos 
(3,2 - 3,3) (Liu et al., 1995a; Mira de Orduña et al., 2001), en nuestros estudios en vino 
simulado comprobamos que las cepas ensayadas de O. oeni fueron capaces de 
degradar la arginina a todos los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), aunque el 
rango de conversión de arginina a citrulina fue mayor al pH más alto ensayado, 
condición que vimos favorecía el metabolismo de O. oeni. En estas condiciones el 
contenido en CEP fue mayor y se correlacionó directamente con el aumento en el 
contenido de citrulina al final del consumo del ácido L-málico, lo que señala a la 
citrulina como un buen previsor de las concentraciones de CE que podrían formarse 
en el vino luego de periodos prolongados de almacenamiento, como ya han descrito 
previamente Liu et al. (1994) para L. buchneri y Azevedo et al. (2002) para L. hilgardii 
en vino fortificado. En estas condiciones de pH más elevado, pudimos también 
comprobar que el catabolismo de la arginina aumentaba el crecimiento de O. oeni. 
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Tiene importancia técnica el hecho de que no observamos degradación de arginina en 
los casos en que no se realizó la FML y que, en aquellos casos en los que el ácido L-
málico fue completamente degradado, la degradación de la arginina siempre fue 
retrasada con respecto a la degradación del mismo para todas las cepas testadas, lo 
que permite al enólogo evitar la degradación de la arginina eliminando las células o 
inhibiendo la actividad celular cuando ha terminado el consumo del ácido L-málico en 
el vino, con el fin de evitar no sólo la formación de citrulina sino, también, un gran 
ascenso del pH, que puede provocar un cambio en las características organolépticas 
del vino y favorecer la propagación de microorganismos indeseables.  
Aunque se ha descrito en la bibliografía (Ough et al., 1988a, Trioli y 
Colagrande, 1991) que las condiciones que principalmente favorecen la formación de 
CE son un mayor contenido en etanol y un pH vínico más bajo, lo que también 
pudimos comprobar en las FMLs en vino simulado llevadas a cabo por las cepas de O. 
oeni, lo que es más importante, la formación potencial de CE, resultó mayor a pHs 
más alcalinos del vino, condición que, como ya hemos expresado, favorece el 
crecimiento y metabolismo de las BL.  
La metodología para la determinación del CE es relativamente cara y, 
sobretodo, laboriosa, requiriendo, además, un equipamiento especial que precisa ser 
puesto a punto y utilizado por personal cualificado. La falta de tecnologías sencillas 
para su estimación ha impedido estudiar más a fondo este compuesto (Suárez Lepe e 
Íñigo, 2004) y hace que el CE no sea un analito fácil y habitualmente medible en las 
bodegas. Por ello, queríamos encontrar en los mostos y/o vinos algunos compuestos, 
entre parámetros enológicos que habitualmente se determinan en los mismos, que 
pudieran servir como marcadores o previsores de los niveles de CE que pueden llegar 
a formarse en los mismos. Los niveles nitrogenados, sobre todo, los niveles de amonio 
y nitrógeno total de mostos y arginina de mostos y vinos, correlacionaron bien en 
nuestros estudios con los niveles de CEP al FFA y al FFML. El nitrógeno total es un 
parámetro relativamente fácil y muy habitualmente determinado en mostos de muchas 
bodegas, y puede ser un buen indicador de los niveles de CEP que se pueden llegar a 
alcanzar en los vinos. Otros indicadores de los niveles de CE que potencialmente se 
pueden formar en los vinos resultaron ser los niveles de glicerol al FFA y los niveles de 
acidez total de mostos y vinos al FFA. Técnicamente, estas observaciones se traducen 
en que, en aquellas vinificaciones en las que se evidencien mayores niveles 
nitrogenados en mostos, menores niveles de acidez total en mostos o vinos al FFA o 
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mayores niveles de glicerol al FFA deberían tomarse mayores precauciones ante la 
formación de CE durante un periodo de almacenamiento o crianza. 
Respecto a la cepa ensayada de L. plantarum, de la cual pretendíamos 
conocer su comportamiento en relación con una menor formación de CE y como 
cultivo iniciador, no hemos observado degradación de arginina ni excreción de citrulina 
en las diferentes condiciones estudiadas en vino simulado, aunque los niveles 
obtenidos de CE, tanto en las experiencias en vino simulado como en los ensayos de 
diferentes momentos de inoculación, fueron similares a los alcanzados en los casos en 
que se utilizaron las cepas de O. oeni. Son necesarias más investigaciones para 
dilucidar las razones, y posibles metabolitos precursores, que llevan a la formación de 
CE por esta cepa en concreto y esta  especie en general.  
La inoculación de las BL en diferentes momentos durante la vinificación no 
mostró interferencias sobre el desarrollo de las levaduras y la FA y tampoco influencia 
sobre la formación de CE o de sus precursores. Aunque no fuimos capaces de 
encontrar una tendencia hacia la formación de CE o de sus precursores en función del 
momento de inoculación de las BL en los mostos o una correlación entre el CE y sus 
precursores, sí comprobamos en los vinos Merlot que las concentraciones de citrulina 
y de CE al FFML dependían de la cepa inoculada. Las dos cepas comerciales 
ensayadas de O. oeni mostraron diferente capacidad para degradar la arginina, así 
como diferentes niveles de CEP, además de diferencias en cuanto a poblaciones, 
imposición y cinética de fermentación en los diferentes vinos utilizados en las 
experiencias. Esto pone en evidencia la importancia en la elección de la cepa más 
adaptada a las condiciones de cada vino en particular, para asegurar unas buenas 
cinética e imposición, pero, además, es importante también tener en cuenta la 
diferente capacidad de las cepas bacterianas para degradar la arginina y formar 
precursores de CE en los vinos a la hora de su selección.  
Con nuestro trabajo hemos sido capaces de ampliar nuestro conocimiento 
sobre la influencia de las BL en la formación de CE y de sus precursores en los vinos y 
también sobre cómo pueden influir ciertas prácticas enológicas y parámetros vínicos 
sobre aquellos. Resta aún dilucidar la posibilidad de producción de precursores del CE 
distintos a los ya conocidos por parte de diferentes cepas y especies de BL, la misma 
O. oeni, más ampliamente utilizada como cultivo iniciador de la FML, y también por 
parte de especies diferentes a ésta, que ya se están utilizando como cultivos 
iniciadores en los vinos. 
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1. En este trabajo se empleó con éxito para el seguimiento de la FML y la población 
de BL la técnica de recuento de células viables por microscopía de 
epifluorescencia.  
2. En el estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificación sobre la 
formación de CE la FML no influyó las concentraciones de CE o de sus 
precursores, aunque el desarrollo de la FML sí provocó un aumento del CEP.  
3. La realización de la FML sobre lías no evidenció aumento de los niveles de CE o 
de sus precursores en los vinos. 
4. Un tiempo mayor de exposición con los hollejos durante la FA no afectó la 
producción de CE, pero sí de CEP. 
5. Durante la conservación del vino por 12 meses no se advirtió producción de CE. 
6. En los estudios en vino simulado observamos que el catabolismo de la arginina 
aumentó el crecimiento de O. oeni en algunas condiciones.  
7. Las cepas ensayadas de O. oeni fueron capaces de degradar la arginina a todos 
los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), aunque el rango de conversión de 
arginina a citrulina fue ligeramente mayor a pH 4,0 que a valores de pH más 
bajos.  
8. La degradación de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la 
degradación del ácido L-málico en todas las cepas testadas. No se observó (o ha 
sido mínima) degradación de arginina en los casos en que no se llevó a cabo la 
FML.  
9. Para las cepas ensayadas de O. oeni el contenido en CEP se correlacionó 
directamente con el aumento en el contenido de citrulina al final del consumo del 
ácido L-málico, por lo que la citrulina es un buen indicador de las concentraciones 
de CE que podrían formarse en el vino luego de periodos prolongados de 
almacenamiento. 
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10. La cepa ensayada en vino simulado de L. plantarum no fue capaz de degradar la 
arginina y no excretó citrulina en las diferentes condiciones estudiadas, aunque 
los niveles obtenidos de CE fueron similares a los alcanzados en los casos en 
que se utilizaron las cepas de O. oeni. 
11. En el estudio de la relación entre características enológicas de mostos y vinos y 
la formación de CE los niveles de CEP al FFA y al FFML correlacionaron con los 
niveles de amonio y nitrógeno total del mosto y de arginina de mosto y vinos de 
FFA y de FFML, por lo que estos niveles nitrogenados pueden ser buenos 
indicadores de los niveles de CEP en los vinos. 
12. Las correlaciones entre los niveles de glicerol y de CEP al FFA y entre los niveles 
de CEP al FFML y los niveles de acidez total de mostos y vinos al FFA, indican 
que aquellas vinificaciones en las que se evidencien menores niveles de acidez 
total en mostos o vinos al FFA o mayores niveles de glicerol al FFA, pueden ser 
más propensas a producir mayores niveles de CE durante un periodo de 
almacenamiento. 
13. Las concentraciones medias de nitrógeno total, arginina y amonio fueron 
menores y significativamente diferentes en mostos de uvas afectadas por B. 
cinerea. Observamos mayor consumo de arginina durante la FA en uvas 
afectadas por B. cinerea, aunque no diferencias significativas con respecto a 
uvas sanas. . 
14. En el estudio de la influencia del momento de inoculación de las bacterias 
lácticas en el vino sobre la formación de CE, no se detectaron interferencias entre 
los desarrollos de la FA y la FML en ninguno de los momentos de inoculación 
estudiados. 
15. Se evidenció diferente capacidad para degradar la arginina por parte de las dos 
cepas comerciales de O. oeni ensayadas, así como diferentes niveles de CEP. 
16. Los niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 5671 fueron 
similares a los que presentaban los vinos inoculados con las cepas de O. oeni y 
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podrían ser en parte explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas 
autóctonas de O. oeni. 
17. En los vinos Tempranillo se observó correlación entre los niveles de CEP y la 
concentración de ácido acético. En los vinos Merlot las medias de las 
concentraciones de citrulina y de CE al FFML fueron diferentes dependiendo de 
la cepa inoculada.  
18. Las concentraciones de citrulina tanto al FFA como al FFML difirieron en las 
variedades de uva ensayadas y presentaron correlación tanto con el tiempo de 
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Tabla E.1 Parámetros enológicos de los mostos de las vinificaciones estudiadas durante la 





























28 Tempranillo Nulles No Tinto 20,10 11,47 4,50 3,67 1,96 5,75 189 0,10 
29 Tempranillo Nulles No Tinto 20,20 11,54 4,20 3,74 1,89 5,89 276 0,13 
30 Tempranillo Nulles No Tinto 20,30 11,60 4,00 3,77 1,80 5,91 125 0,01 
31 Tempranillo Nulles No Tinto 20,30 11,60 4,10 3,70 1,75 5,75 202 0,07 
32 Tempranillo Nulles No Tinto 20,50 11,75 4,20 3,73 1,91 5,77 236 0,13 
33 Malvasia Valencia No Blanco 18,00 10,06 4,30 3,53 0,54 6,11 431 0,37 
34 Malvasia Valencia No Blanco 18,40 10,32 4,20 3,50 0,64 6,14 359 0,27 
35 Malvasia Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,70 3,43 0,27 6,79 266 0,35 
36 Malvasia Valencia No Blanco 18,00 10,06 4,40 3,48 0,37 6,00 576 0,56 
37 Malvasia Valencia No Blanco 18,30 10,25 4,10 3,51 0,42 6,36 151 0,24 
38 Malvasia Valencia No Blanco 18,70 10,53 4,80 3,45 0,31 6,72 212 0,27 
39 Malvasia Valencia No Blanco 17,20 9,53 4,60 3,45 0,52 6,34 142 0,23 
40 Malvasia Valencia No Blanco 19,30 10,93 4,70 3,48 0,49 6,14 291 0,41 
41 Malvasia Valencia No Blanco 18,80 10,59 4,30 3,49 0,40 6,05 257 0,28 
42 Malvasia Valencia No Blanco 18,80 10,59 4,70 3,43 0,37 5,93 476 0,53 
43 Moscatell Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,40 3,52 0,92 6,29 87 0,16 
44 Moscatell Valencia No Blanco 19,30 10,93 4,50 3,50 0,73 6,90 40 0,11 
45 Moscatell Valencia No Blanco 18,60 10,46 4,50 3,50 0,75 6,81 38 0,11 
46 Moscatell Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,10 3,52 0,90 6,09 33 0,13 
47 Moscatell Valencia No Blanco 19,10 10,80 4,30 3,47 0,84 6,59 63 0,09 
48 Moscatell Valencia No Blanco 19,10 10,80 4,30 3,52 0,82 6,41 59 0,09 
49 Moscatell Valencia No Blanco 18,20 10,19 4,50 3,48 0,88 6,59 40 0,16 
50 Moscatell Valencia No Blanco 17,70 9,86 4,60 3,45 0,89 7,12 16 0,11 
51 Tempranillo Valencia No Tinto 17,90 9,99 4,60 3,68 1,73 5,89 67 0,12 
52 Tempranillo Valencia No Tinto 18,20 10,19 4,20 3,74 1,59 6,07 108 0,12 
53 Tempranillo Valencia No Tinto 18,50 10,39 4,80 3,77 1,99 5,84 398 0,19 
54 Tempranillo Valencia No Tinto 18,10 10,12 4,70 3,83 2,13 6,09 127 0,15 
55 Tempranillo Valencia No Tinto 17,60 9,79 4,40 3,72 1,57 5,95 70 0,11 
56 Tempranillo Valencia No Tinto 17,50 9,73 4,50 3,79 1,93 5,59 229 0,09 
57 Tempranillo Valencia No Tinto 18,40 10,32 4,30 3,77 1,47 5,79 251 0,19 
58 Tempranillo Valencia No Tinto 18,80 10,59 4,10 3,76 1,49 5,63 150 0,09 
59 Tempranillo Valencia No Tinto 19,30 10,93 3,80 3,64 1,11 5,56 166 0,22 
60 Tempranillo Valencia No Tinto 20,60 11,81 3,60 3,75 1,41 5,31 336 0,34 
61 Tempranillo Valencia No Tinto 19,80 11,27 3,80 3,75 1,35 5,42 272 0,26 
62 Tempranillo Valencia No Tinto 20,40 11,67 3,70 3,73 1,34 5,42 278 0,31 
63 Tempranillo Valencia No Tinto 20,10 11,47 3,80 3,66 1,15 5,61 308 0,30 
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64 Tempranillo Valencia No Tinto 19,80 11,27 4,00 3,66 1,35 5,61 502 0,39 
65 Tempranillo Valencia No Tinto 19,70 11,21 3,90 3,63 1,05 5,52 240 0,26 
66 Tempranillo Valencia No Tinto 20,50 11,75 3,80 3,60 0,93 5,66 146 0,26 
67 Sauvignon 
Blanc Sarral No Blanco 22,40 13,04 5,50 3,47 1,67 5,38 287 0,54 
68 Gewürs- 
traminer Sarral No Blanco 20,80 11,96 4,40 3,76 1,32 4,78 242 0,45 
69 Chenin Sarral No Blanco 23,20 13,59 8,70 3,48 4,72 4,97 414 1,44 
70 Riesling Sarral No Blanco 23,90 14,08 8,10 3,27 2,30 7,12 297 0,97 
71 Garnacha Batea No Tinto 24,00 14,15 5,90 3,34 1,06 5,95 574 1,08 
72 Garnacha Batea No Tinto 23,30 13,66 5,30 3,42 1,26 6,05 151 0,31 
73 Garnacha Batea No Tinto 20,70 11,88 5,80 3,34 0,96 7,05 174 0,42 
74 Garnacha Batea No Tinto 21,80 12,63 5,90 3,36 0,75 6,63 221 0,54 
75 Garnacha Batea No Tinto 23,10 13,52 5,70 3,41 1,04 6,09 334,00 0,63 
76 Garnacha 
blanca Batea No Blanco 21,50 12,42 4,60 3,51 0,29 7,34 116 0,93 
77 Garnacha 
blanca Batea No Blanco 22,70 13,24 4,60 3,49 0,42 7,05 129 0,51 
78 Garnacha 
blanca Batea No Blanco 21,40 12,35 4,50 3,46 0,32 6,81 104 0,43 
79 Garnacha 






























No Tinto 22,10 12,83 4,70 3,54 2,25 7,03 44 0,11 
86 Garnacha 
negra Capçanes No Tinto 25,10 14,90 4,70 3,57 0,77 6,79 236 0,85 
87 Garnacha 
negra Capçanes No Tinto 23,60 13,87 4,30 3,64 0,56 7,36 74 0,38 
88 Garnacha 
negra Capçanes No Tinto 25,10 14,90 4,80 3,76 0,92 6,39 259 0,96 
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negra Capçanes No Tinto 23,40 13,73 5,00 3,67 0,97 6,54 155 0,57 
90 Garnacha 
peluda Constantí No Tinto 22,00 12,76 4,80 3,64 0,94 7,16 319 0,48 
91 Garnacha 
peluda Constantí No Tinto 21,40 12,35 4,30 3,68 1,49 7,16 304 0,43 
92 Garnacha 
peluda Constantí No Tinto 22,00 12,76 4,30 3,67 0,80 6,90 291 0,42 
93 Tempranillo Constantí No Tinto 23,30 13,66 4,80 3,84 2,40 6,76 214 0,56 
94 Tempranillo Constantí No Tinto 24,20 14,28 4,80 3,91 2,60 6,47 368 0,59 
95 Tempranillo Constantí No Tinto 23,60 13,87 4,90 3,71 2,20 6,34 206 0,40 
96 Tempranillo Constantí No Tinto 22,40 13,04 5,40 3,60 2,02 6,56 238 0,35 
97 Merlot Priorato No Tinto 24,20 14,28 6,40 3,55 0,41 6,11 19 0,03 
98 Garnacha Priorato No Tinto 22,80 13,31 5,20 3,40 0,51 8,99 29 0,03 
99 Tempranillo Sarral No Tinto 21,10 12,15 5,80 3,99 3,20 6,09 515 0,99 
100 Tempranillo Sarral No Tinto 20,10 11,47 5,90 3,94 3,16 6,39 442 1,72 
101 Parellada Sarral No Blanco 16,90 9,33 3,80 3,75 1,87 4,64 374 0,09 
102 Syrah Priorato No Tinto 22,80 13,31 5,00 3,52 1,00 6,07 97 0,40 
103 Cabernet 
Franc Priorato No Tinto 23,00 13,45 5,20 3,49 0,51 6,45 21 0,07 
104 Cabernet 
Sauvignon Priorato No Tinto 22,90 13,38 6,50 3,47 1,19 4,69 38 0,00 
105 Trepat Sarral Si Tinto 20,50 11,75 5,50 3,56 1,58 4,44 2514 1,34 
106 Trepat Sarral Si Tinto 19,80 11,27 5,90 3,53 1,64 4,61 2024 2,32 
107 Trepat Sarral Si Tinto 21,70 12,56 5,60 3,53 1,37 4,95 1684 2,58 
108 Trepat Sarral Si Tinto 19,60 11,13 6,10 3,45 1,43 4,51 1911 1,70 
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Tabla E.2 Parámetros enológicos de los vinos al final de la fermentación alcohólica de las 





































28 0,9934 10,85 0,00 4,90 0,21 8 17 3,84 3,20 1,42 6,97 112 
29 0,9932 11,45 0,00 5,40 0,13 8 19 3,81 2,98 2,37 7,43 91 
30 0,9937 10,95 0,00 5,20 0,16 8 19 3,83 3,03 2,23 7,02 57 
31 0,9932 11,25 0,00 5,50 0,12 8 17 3,75 3,17 2,23 6,85 99 
32 0,9939 11,10 0,00 5,50 0,15 8 16 3,80 3,00 2,33 6,89 127 
33 0,9930 10,60 0,00 4,90 0,12 5 13 3,59 4,70 0,83 7,56 557 
34 0,9928 10,45 0,00 5,00 0,12 4 10 3,53 4,64 0,73 7,60 304 
35 0,9921 10,85 0,00 5,10 0,10 5 12 3,40 4,52 0,55 6,29 244 
36 0,9934 10,55 0,00 5,20 0,08 5 13 3,44 4,66 0,64 7,43 662 
37 0,9924 10,20 0,00 5,30 0,09 5 11 3,39 4,93 0,79 7,05 168 
38 0,9925 10,65 0,00 4,90 0,06 5 12 3,43 4,86 0,54 6,06 140 
39 0,9918 10,60 0,00 4,50 0,07 6 17 3,47 4,89 0,54 5,71 119 
40 0,9928 10,80 0,00 5,80 0,07 6 12 3,55 4,95 0,86 7,54 244 
41 0,9922 10,35 0,00 4,70 0,08 5 15 3,50 4,58 0,47 5,33 210 
42 0,9924 10,80 0,00 4,80 0,05 7 17 3,46 4,99 0,42 5,75 291 
43 0,9920 10,80 0,00 6,00 0,13 5 13 3,45 4,86 0,78 6,04 414 
44 0,9914 11,35 0,00 5,30 0,10 5 13 3,47 4,93 0,78 5,67 159 
45 0,9922 10,65 0,00 5,50 0,12 5 16 3,43 5,45 0,59 5,82 306 
46 0,9913 11,30 0,00 5,60 0,14 4 14 3,41 5,21 0,59 6,29 297 
47 0,9918 10,90 0,00 5,60 0,09 5 15 3,37 5,68 0,74 5,54 319 
48 0,9914 10,95 0,00 5,50 0,13 5 13 3,43 5,33 0,71 5,70 172 
49 0,9920 10,55 0,00 5,60 0,11 5 13 3,39 6,25 0,74 5,37 161 
50 0,9925 10,05 0,00 5,90 0,19 5 13 3,38 6,07 0,67 5,30 248 
51 0,9948 9,60 0,00 4,60 0,08 7 29 3,81 3,80 0,84 7,31 72 
52 0,9961 9,55 0,00 4,60 0,12 9 30 3,90 3,50 0,94 6,92 353 
53 0,9952 9,70 0,00 4,30 0,07 8 28 3,92 3,46 0,65 6,92 134 
54 0,9950 9,70 0,00 4,30 0,07 7 27 3,92 3,23 0,72 7,12 121 
55 0,9953 9,45 0,00 4,60 0,09 8 28 3,84 3,48 0,75 7,26 129 
56 0,9954 9,40 0,00 4,60 0,09 8 29 3,83 3,70 0,74 6,95 74 
57 0,9946 10,05 0,00 4,50 0,06 8 26 3,86 3,59 0,74 7,40 200 
58 0,9941 10,45 0,00 4,70 0,04 7 32 3,80 3,35 0,87 7,54 253 
59 0,9936 10,90 0,00 5,50 0,14 9 27 3,64 3,58 1,33 7,29 104 
60 0,9934 11,75 0,00 5,00 0,14 11 34 3,76 3,30 1,00 8,09 166 
61 0,9942 11,30 0,00 5,40 0,07 11 29 3,74 3,60 0,98 8,74 219 
62 0,9934 11,45 0,00 4,80 0,15 10 32 3,86 3,46 0,81 7,87 170 
63 0,9930 11,85 0,00 5,10 0,14 9 25 3,78 3,51 1,20 8,29 231 
64 0,9940 11,00 0,00 5,60 0,11 9 56 3,63 4,36 1,33 7,98 244 
65 0,9933 11,30 0,00 5,10 0,13 8 32 3,73 3,90 0,92 7,73 212 
66 0,9925 11,80 0,00 5,40 0,15 7 35 3,66 3,81 0,86 7,93 104 
67 0,9897 12,75 0,00 6,20 0,27 7 42 3,45 4,34 1,58 7,12 253 
68 0,9918 10,35 0,00 3,90 0,14 4 25 3,83 3,11 0,25 7,05 8 
69 0,9914 12,40 0,07 8,30 0,26 9 55 3,40 4,02 3,75 7,31 346 
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70 0,9908 13,20 0,12 8,20 0,42 10 60 3,30 4,47 2,08 7,78 278 
71 0,9910 13,45 0,00 6,50 0,21 7 23 3,49 3,47 1,27 8,53 368 
72 0,9914 13,00 0,00 6,30 0,16 7,00 24 3,55 3,51 1,51 7,90 195 
73 0,9923 12,05 0,00 6,40 0,15 8 21 3,48 3,67 1,30 7,28 146 
74 0,9915 13,05 0,00 6,30 0,17 7 25 3,49 3,49 1,25 7,87 195 
75 0,9926 13,00 0,00 6,20 0,20 17 29 3,63 3,15 1,40 8,21 330 
76 0,9905 12,05 0,00 5,70 0,05 5 36 3,37 4,62 0,49 6,74 97 
77 0,9893 13,20 0,00 6,00 0,09 8 41 3,41 4,57 0,64 7,03 116 
78 0,9900 12,20 0,00 5,90 0,06 8 30 3,38 4,47 0,64 6,94 95 
79 0,9899 12,15 0,00 5,40 0,05 7 35 3,41 4,78 0,58 6,95 85 
80 0,9922 12,50 0,00 5,70 0,16 16 47 3,74 2,85 2,35 7,67 74 
81 0,9920 12,55 0,00 6,00 0,17 12 28 3,73 3,16 2,32 7,29 61 
82 0,9922 12,50 0,00 6,10 0,20 15 39 3,73 3,02 2,24 7,42 53 
83 0,9925 12,10 0,00 6,40 0,17 13 25 3,69 3,12 2,39 6,99 50 
84 0,9919 12,75 0,00 6,20 0,2 13 29 3,74 2,82 2,36 7,81 61 
85 0,9921 12,75 0,00 6,00 0,22 13 31 3,73 2,97 2,24 7,99 65 
86 0,9914 14,80 0,00 6,00 0,35 8 47 3,57 3,16 0,78 9,11 72 
87 0,9919 13,60 0,00 5,30 0,22 8 33 3,63 3,15 0,77 9,83 255 
88 0,9921 14,41 0,00 5,40 0,35 9 43 3,75 2,75 0,93 10,40 221 
89 0,9930 12,70 0,00 5,20 0,19 7 33 3,70 2,86 1,09 9,17 153 
90 0,9944 14,25 0,00 5,10 0,23 24 19 3,83 2,68 1,27 8,41 300 
91 0,9935 12,60 0,00 5,10 0,21 8 21 3,82 2,62 1,42 8,97 8 
92 0,9934 12,05 0,00 4,80 0,26 9 23 3,83 2,58 1,40 8,58 229 
93 0,9940 13,10 0,00 5,20 0,19 12 40 4,13 1,62 3,19 9,31 257 
94 0,9958 12,05 0,00 5,40 0,19 11 35 4,13 1,54 3,44 9,06 383 
95 0,9949 12,20 0,00 5,50 0,16 10 32 4,06 1,72 3,39 8,84 3 
96 0,9943 12,40 0,00 5,50 0,17 10 28 4,00 1,77 3,20 8,89 332 
97 0,9946 11,65 0,00 6,80 0,26 10 23 3,42 3,93 1,04 8,40 29 
98 0,9943 11,25 0,00 6,40 0,20 9 17 3,33 5,49 0,73 8,70 31 
99 0,9989 9,80 0,00 6,00 0,28 10 33 3,83 1,72 3,27 8,72 412 
100 0,9983 9,80 0,00 6,00 0,30 8 23 3,77 1,91 2,89 8,07 349 
101 0,9932 8,85 0,00 5,50 0,09 6 57 3,44 3,45 1,63 5,56 319 
102 0,9965 10,25 0,01 7,10 0,28 11 29 3,47 2,80 1,30 8,63 85 
103 0,9951 11,25 0,00 7,70 0,30 10 21 3,44 2,91 1,29 7,79 27 
104 0,9958 11,10 0,01 7,60 0,26 11 20 3,44 2,72 1,45 7,95 27 
105 0,9940 11,65 0,00 6,20 0,33 5 36 3,57 2,28 1,63 8,54 1665 
106 0,9946 11,40 0,00 6,60 0,35 5 27 3,54 2,31 1,78 7,83 1571 
107 0,9955 11,10 0,00 6,50 0,36 6 37 3,54 2,59 1,68 9,79 1835 
108 0,9940 12,00 0,00 6,80 0,41 6 29 3,52 2,20 1,65 8,44 1477 
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30 11,00 0,08 3,89 3,80 0,43 24 45 1,54 0,06 1,30 6,82 44,150 
31 11,40 0,08 3,83 3,90 0,28 24 39 1,62 0,04 1,34 6,79 46,400 
32 11,10 0,09 3,88 4,00 0,34 25 41 1,47 0,03 1,42 6,71 50,550 
34 10,45 0,10 3,41 3,60 0,23 23 50 1,43 0,01 0,65 7,01 4,070 
35 11,05 0,13 3,25 3,80 0,14 10 7 2,12 0,06 0,38 5,58 4,540 
36 10,60 0,13 3,33 3,80 0,25 20 59 1,58 0,01 0,46 7,22 5,690 
37 10,25 0,08 3,25 3,80 0,16 17 60 1,76 0,03 0,52 6,12 4,640 
38 10,80 0,06 3,32 3,50 0,15 26 68 1,84 0,01 0,37 5,61 4,790 
39 10,70 0,07 3,36 3,10 0,14 26 67 1,73 0,01 0,34 5,47 4,890 
40 10,85 0,10 3,27 4,30 0,16 15 59 2,07 0,02 0,65 6,55 4,980 
41 10,55 0,05 3,45 3,00 0,16 33 84 1,48 0,01 0,35 4,96 4,850 
42 10,90 0,08 3,38 3,30 0,15 21 65 1,90 0,01 0,27 5,78 5,520 
45 10,80 0,06 3,33 3,80 0,26 19 49 2,23 0,01 0,54 5,32 4,020 
47 11,00 0,05 3,32 4,20 0,18 14 57 2,57 0,01 0,61 5,44 4,150 
48 11,00 0,07 3,39 4,00 0,22 32 82 2,12 0,00 0,69 5,63 3,870 
49 10,70 0,08 3,31 4,20 0,15 40 102 2,39 0,02 0,62 5,28 3,930 
50 10,10 0,05 3,25 4,40 0,27 30 79 2,55 0,01 0,60 5,17 3,560 
51 9,50 0,40 3,91 3,30 0,26 23 45 1,73 0,06 1,48 6,65 19,650 
52 9,60 0,05 4,06 3,40 0,42 25 47 1,46 0,06 1,78 6,56 19,050 
53 9,80 0,03 4,08 3,30 0,36 25 47 1,53 0,05 1,85 7,12 21,400 
54 9,80 0,05 4,08 3,20 0,33 28 62 1,40 0,06 1,60 7,73 22,850 
55 9,50 0,05 3,95 3,80 0,76 9 57 1,62 0,05 1,47 6,69 23,750 
56 9,40 0,03 4,13 3,89 0,21 28 61 1,58 0,06 1,85 6,20 23,750 
57 10,20 0,05 4,04 3,30 0,33 30 58 1,42 0,07 1,75 6,96 22,850 
58 10,60 0,05 3,98 3,50 0,27 30 69 1,51 0,06 1,54 6,86 20,450 
59 11,05 0,02 3,77 3,80 0,29 40 63 1,58 0,05 1,25 7,07 22,500 
60 11,90 0,05 3,96 3,60 0,28 62 94 1,47 0,08 1,52 8,33 24,400 
61 11,40 0,05 3,77 4,10 0,25 46 69 1,63 0,07 1,48 8,03 28,350 
62 11,50 0,03 3,90 3,50 0,29 29 51 1,29 0,07 1,48 7,73 26,500 
63 12,05 0,02 3,85 3,80 0,29 31 50 1,39 0,08 1,30 8,17 24,150 
64 11,20 0,04 3,63 4,10 0,20 32 74 1,73 0,04 1,17 8,03 21,850 
65 11,40 0,03 3,74 3,80 0,30 26 52 1,16 0,07 1,29 7,85 23,350 
67 11,90 0,24 3,26 4,90 0,16 6 136 1,69 1,49 0,01 6,89 4,080 
68 10,40 0,25 3,75 3,00 0,30 8 90 1,01 0,01 0,95 6,94 4,020 
69 12,50 0,44 3,22 6,70 0,18 17 135 1,25 3,47 0,03 7,33 4,200 
70 13,35 0,63 3,04 6,60 0,27 24 172 2,44 2,04 0,00 7,92 5,510 
71 13,60 0,18 3,39 4,80 0,23 47 108 1,86 0,02 0,85 8,67 19,600 
72 12,95 0,12 3,49 4,50 0,20 19,00 58 1,81 0,02 0,97 8,24 18,550 
73 12,00 0,09 3,42 4,80 0,19 16 55 2,30 0,02 0,85 7,53 23,150 
74 13,15 0,10 3,41 4,90 0,25 18 49 2,00 0,04 0,83 8,49 21,500 
75 13,20 0,13 3,43 5,00 0,31 76 148 1,96 0,03 0,93 8,91 22,950 
76 12,20 0,21 3,13 4,10 0,12 8 76 2,54 0,00 0,35 7,00 47,800 
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77 13,35 0,42 3,17 4,70 0,07 5 52 2,19 0,61 0,00 7,83 5,460 
78 12,55 0,21 3,12 4,70 0,04 5 58 2,45 0,59 0,00 6,71 5,250 
79 12,30 0,25 3,20 4,00 0,08 5 62 2,16 0,21 0,24 7,36 4,400 
80 12,70 0,11 3,82 3,70 0,19 39 72 1,14 0,05 1,41 7,86 50,817 
81 12,70 0,13 3,76 4,00 0,22 39 62 1,39 0,05 1,44 7,55 48,767 
82 12,50 0,13 3,74 4,20 0,33 103 165 1,51 0,07 1,37 7,50 51,600 
83 12,40 0,14 3,74 4,20 0,26 46 79 1,24 0,07 1,47 6,91 55,100 
84 12,95 0,20 3,77 3,90 0,22 45 79 1,92 0,09 1,40 7,32 39,750 
85 12,85 0,19 3,71 4,00 0,23 30 51 1,71 0,09 1,35 7,40 39,750 
86 14,75 0,35 3,43 4,70 0,31 22 101 2,20 0,05 0,47 7,55 43,700 
87 13,75 0,21 3,52 3,90 0,33 22 58 1,90 0,04 0,49 7,55 44,150 
88 14,60 0,32 3,74 4,10 0,46 16 83 1,51 0,06 0,64 10,70 42,680 
89 12,90 0,24 3,76 3,80 0,47 22 62 1,54 0,05 0,81 8,92 38,040 
90 11,90 0,18 3,85 3,60 0,55 15 46 1,48 0,05 0,90 8,35 30,420 
91 12,70 0,23 3,91 3,60 0,71 12 41 1,27 0,05 0,99 9,60 33,430 
92 12,00 0,19 3,94 3,40 0,61 32 44 1,39 0,04 0,98 8,54 12,071 
93 13,00 0,15 4,31 3,30 0,64 29 49 1,16 0,10 2,26 9,19 45,660 
94 11,95 0,14 4,31 3,50 0,70 51 79 0,97 0,10 2,42 8,98 46,970 
95 12,25 0,12 4,24 3,60 0,63 30 49 1,00 0,09 2,26 8,84 49,140 
96 12,60 0,14 4,15 3,70 0,63 23 37 0,97 0,06 2,12 9,09 54,190 
97 11,65 0,20 3,36 5,40 0,55 26 47 1,64 0,09 0,73 8,90 55,650 
98 11,15 0,20 3,23 5,50 0,34 35 74 3,12 0,06 0,56 9,22 44,500 
99 10,20 0,09 4,02 4,10 0,64 18 47 1,23 0,09 1,91 7,58 51,100 
100 9,85 0,09 3,91 4,20 0,63 25 60 1,29 0,08 1,70 7,13 43,850 
101 8,95 0,00 3,40 3,50 0,10 12 146 1,14 0,03 0,97 5,34 2,660 
102 10,45 0,19 3,42 5,50 0,36 37 112 1,64 0,11 1,01 8,94 55,370 
103 11,45 0,18 3,35 5,70 0,37 50 116 1,63 0,09 0,95 8,60 56,880 
104 11,30 0,13 3,37 5,80 0,36 25 56 1,34 0,10 1,09 8,63 55,380 
105 11,85 0,11 3,73 4,40 0,48 12 68 1,01 0,04 1,19 8,10 18,150 
106 11,50 0,08 3,67 4,60 0,46 22 89 1,00 0,07 1,20 7,74 19,950 
107 11,00 0,15 3,64 4,60 0,49 12 56 1,13 0,05 1,17 8,52 17,100 
108 11,95 0,00 3,59 4,80 0,43 13 48 0,83 0,06 1,12 7,76 22,650 
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Tabla F1. Contenido nitrogenado y precursores de CE de los mostos de las vinificaciones 














28 65 0 46 63,5 182,2 
29 71 0 82 71,2 221 
30 57 0 137 106 281,1 
31 53 0 46 61,1 178,4 
32 66 0 9 70,6 208,4 
33 128 0 137 127 206,1 
37 144 0 156 133 217,7 
41 159 0 174 134 216,6 
45 196 0 82 74,1 159,5 
49 198 0 82 72,3 154,1 
53 120 0 82 74,6 224,8 
57 130 0 28 64,1 183,7 
61 167 0 64 61,2 187,9 
65 114 0 28 52,2 144,4 
67 112 0 9 75 227 
68 151 0 101 129 327 
69 113 0 105 77 296 
70 87 0 105 107 243 
71 163 0 28 74 189 
72 159 0 64 111 237 
73 205 0 82 118 247 
74 178 0 119 135 269 
75 163 0 101 129 268 
76 210 0 156 152 345 
77 174 0 82 124 253 
78 83 0 82 131 256 
79 102 0 64 123 237 
80 80 0 137 166 284 
81 80 0 156 177 295 
82 88 0 137 152 275 
83 98 0 137 168 271 
84 126 0 156 171 284 
85 86 0 210 187 379 
86 137 0 119 155 310 
87 207 0 156 184 366 
88 193 0 137 158 379 
89 245 0 156 136 348 
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90 233 0 137 109 351 
91 206 0 119 127 403 
92 136 0 6 104 321 
93 196 0 174 147 407 
94 194 0 192 140 423 
95 70 0 64 88 243 
96 109 0 119 119 292 
97 15 0 0 47 117 
98 182 0 82 136 246 
99 151 0 281 142 374 
100 100 0 233 128 348 
101 81 0 0 42 150 
102 75 0 0 46 168 
103 35 0 0 33 120 
104 18 0 0 58 145 
105 50 0 89 41 147 
106 33 0 8 25 126 
107 23 0 41 21 105 
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Tabla F2. Contenido nitrogenado, precursores de CE, consumo de arginina y producción de 
citrulina de los vinos al final de la fermentación alcohólica de las vinificaciones estudiadas 



















28 6 16 23 0 -65 0 
29 8 22 37 0 -49 0 
30 8 28 34 0 -40 0 
31 9 18 14 0 -74 0 
32 9 21 35 26 -47 82 
33 0 29 10 40 -92 34 
37 2 29 9 52 -94 38 
41 1 44 19 53 -88 38 
45 0 22 16 16 -92 9 
49 0 24 16 34 -92 19 
53 8 18 32 0 -73 0 
57 9 17 29 0 -78 0 
61 10 21 37 94 -78 72 
65 9 23 36 4 -68 5 
67 0 22 11 17 -90 17 
68 0 26 22 13 -85 10 
69 0 32 16 21 -86 22 
70 0 25 8 27 -91 34 
71 8 31 32 0 -80 0 
72 7 32 23 0 -86 0 
73 8 30 27 0 -87 0 
74 8 35 34 4 -81 3 
75 7 41 57 0 -65 0 
76 2 31 17 23 -92 12 
77 2 28 9 45 -95 27 
78 0 25 11 30 -87 41 
79 0 30 21 30 -79 37 
80 6 30 33 0 -59 0 
81 5 16 35 0 -56 0 
82 6 24 31 0 -66 0 
83 8 23 31 0 -68 0 
84 6 21 28 0 -78 0 
85 6 21 37 0 -58 0 
86 10 58 59 0 -57 0 
87 10 58 56 0 -73 0 
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88 8 56 58 0 -70 0 
89 7 49 62 0 -75 0 
90 7 40 60 0 -74 0 
91 7 39 62 0 -70 0 
92 7 43 58 0 -57 0 
93 6 21 42 0 -79 0 
94 6 32 49 0 -75 0 
95 6 17 39 0 -44 0 
96 4 18 45 0 -59 0 
97 5 24 37 42 147 -188 
98 7 45 35 5 -81 3 
99 11 198 33 0 -78 0 
100 17 285 43 0 -57 0 
101 0 23 12 24 -85 35 
102 4 34 38 0 -49 0 
103 3 31 35 0 0 0 
104 4 22 15 0 -22 0 
105 9 175 20 0 -60 0 
106 10 186 24 0 -27 0 
107 9 171 12 0 -48 0 
108 9 183 17 0 55 0 
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Tabla F3. Contenido nitrogenado, precursores de CE, consumo de arginina y producción de 
citrulina de los vinos al final de la fermentación maloláctica de las vinificaciones estudiadas 



















28 9 18 23 0 0 0 
29 10 31 32 0 -11 0 
30 11 35 30 0 -12 0 
31 10 22 14 0 0 0 
32 15 32 15 42 -57 80 
71 14 40 14 14 -56 77 
72 13 44 22 0 -4 0 
73 13 44 27 0 0 0 
74 14 39 17 20 -50 94 
75 14 64 40 0 -30 0 
80 11 42 28 0 -15 0 
81 12 39 32 0 -9 0 
82 11 37 30 0 0 0 
83 10 38 30 0 -3 0 
84 12 38 27 0 -4 0 
85 10 37 32 0 -11 0 
86 13 61 44 0 -25 0 
87 15 70 38 0 -32 0 
88 16 76 52 0 -10 0 
89 15 76 44 0 -29 0 
90 15 64 33 0 -45 0 
91 14 65 31 0 -50 0 
92 14 59 40 0 -31 0 
93 11 45 32 3 -24 30 
94 12 57 39 1 -20 10 
95 13 44 17 17 -56 77 
96 11 45 22 20 -51 86 
97 11 28 20 58 -46 94 
98 12 39 22 17 -37 92 
99 14 127 23 0 -30 0 
100 15 139 22 4 -49 19 
102 11 40 11 28 -71 103 
103 11 28 18 38 -49 222 
104 12 34 14 46 -7 4574 
105 10 102 17 3 -15 99 
106 10 100 16 0 -33 0 
107 8 89 8 0 -33 0 
108 9 105 17 0 0 0 
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Tabla G. Concentraciones de CEP de los vinos al final de las fermentaciones alcohólica y 







31 13 60,7 
37 29,9  
70 37,4  
71 54,6 54,9 
78 6,7  
80 67,5 86,2 
87 137,3 191,9 
91 121,4 131 
96 22,3 34,6 
97 7,1 25,4 
98 36,1 51,1 
99 32,3 34,3 
105 15,8 17,1 
CEP: carbamato de etilo potencial 
FFA: final de fermentación alcohólica. 
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Cultivo bacteriano de inoculación directa 
 
 
Potencia la estructura tánica y los caracteres afrutados 
Adaptada a bajos pH y a bajas temperaturas 
 
APLICACIONES   
 
Lalvin 31 fue seleccionada entre los cultivos bacterianos de la colección del ITV Francia por su capacidad a 
terminar de forma segura la fermentación maloláctica (FML) en vinos difíciles por sus condiciones limitantes: 
como es pH bajo y temperaturas bajas. Lalvin 31 es idónea para la obtención de vinos afrutados 
presentando una buena estructura tánica.  
 
Se ha demostrado que la intensidad colorante final del vino depende de la duración de la FML. Gracias a su 
capacidad de fermentar a baja temperatura, Lalvin 31 permite al técnico obtener vinos con mayor intensidad 
y estabilidad de color. 
 
El pH bajo es, de forma general, uno de los factores más limitantes para las bacterias lácticas. En estas 
condiciones, los vinos son a menudo desequilibrados y mejorarían con una disminución de acidez. Debido a 
su excelente nivel de supervivencia, Lalvin 31 permite una desacidificación natural. 
 
Gracias a sus cacterísticas Lalvin 31 se conoce como el cultivo bacteriano más eficaz para el control de la 
FML bajo condiciones encontradas generalmente en las regiones septentrionales. 
 
PROPIEDADES MICROBIOLÓGICAS Y ENOLÓGICAS  
• Cepa pura de Oenococcus oeni. 
• Tolerante al pH : >3,1 
• Amplia franja de tolerancia a 
temperaturas: 13-24°C  
• Cinética de FML: media (en ciertas 
condiciones difíciles, se observará una 
moderada fase de latencia) 
• Tolerancia al alcohol: <13.5% 
• SO2 Total : 45 ppm 
• Necesidades en nutrientes: media 
• Producción baja de AV 
• Disminución del acetaldehido 
traduciéndose por una mayor eficacia 
del S02 (menor dosis de S02) 
• Producción de aminas biógenas: no 
tendencia a su producción. 
 
DOSIS 
Disponible en sobres para la inoculación de   2.5 hl, 25 hl y 250 hl. 
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EMPLEO Y CONSERVACIÓN 
 
 
Lalvin 31 es un cultivo bacteriano de inoculación directa, por lo que no necesita adaptación antes de ser 
inoculado en el vino. 
 
Rehidratar el contenido de un sobre para 25 hl de vino en 500 ml de agua mineral  a 20-30°C durante 15-20 
min. 
 
Añadir directamente al vino al final de la fermentación alcohólica y agitar suavemente o remontar al abrigo 
del aire para distribuir homogéneamente la bacteria y minimizar las oxigenaciones. 
 
Este producto se puede almacenar durante 12 meses a 4°C y 18 meses a -18°C. Los sobres abiertos 
deberán ser inmediatamente y totalmente utilizados. 
 
 
Lallemand garantiza la calidad de sus productos vendidos en su envase original, utilizado en conformidad 
con la fecha de caducidad y las condiciones de almacenaje. 
 
Este documento contiene la información más reciente que tenemos sobre nuestros productos y ésta puede 
evolucionar. Esta información no constituye ningún contrato. 
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